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1 UVOD 
 
Pivo je ena najstarejših pijač na svetu in ena od najstarejših zvrsti biotehnologije. Zapisi 
kažejo na to, da so pivo poznali že v času Egipta približno 5500 let p. n. št.  Takrat so varili 
pivo zgornjega vrenja. V pivovarstvu poznamo fermentacijo zgornjega vrenja, ki jo 
omogočajo kvasovke Saccharomyces cerevisiae, pri čemer se kvasovke po koncu 
fermentacije dvignejo na površje. Fermentacijo spodnjega vrenja, ki se je začela 
uporabljati šele v petnajstem stoletju. Za fermentacijo omenjenega piva se uporablja 
kvasovke spodnjega vrenja, med katerimi je najpogosteje uporabljena Saccharomyces 
pastorianus, ki je medvrstni hibrid. Glavni lastnosti omenjene kvasovke sta zmožnost 
fermentacije pri temperaturi nižji od 10 OC in zmožnost posedanja na dno fermentorja ob 
koncu fermentacije.  
 
Po primarni fermentaciji je potrebno pivo zoreti pri nizki temperaturi nekaj tednov, zato da 
se mu izboljšajo organoleptične lastnosti. Med zorenjem kvasovke porabijo še zadnje 
fermentabilne sladkorje, nato pa začnejo izkoriščati stranske produkte fermentacije, ki 
nastanejo med sintezo aminokislin. To so vicinalni diketoni, kot sta diacetil in njemu 
podobna spojina 2,3-pentandion, ki nastaneta kot stranska produkta sinteze valina in 
levcina. Diacetil nastaja v metabolni poti sinteze valina, kjer se stranski produkt α-
 acetolaktat izloča iz celice in se  ne-encimsko pretvori v spojino diacetil, ki ima okus po 
maslu in je nezaželena komponenta v pivu. Omenjeno kemijsko reakcijo pospešuje nizek 
pH in višja temperatura. Ob pomankanju hranil kvasovke privzamejo diacetil in ga 
pretvorijo v 2,3- butandion. Ob tem se koncentracija diacetila zniža pod prag zaznave. 
 
V današnjem času je običajna praksa, da se z namenom nižanja proizvodnih stroškov 
proizvodnje piva, kvasna biomasa uporabi večkrat zaporedoma. Zaporedna uporaba kvasne 
biomase je možna od sedem do dvajsetkrat. Kolikokrat je možno kvasno biomaso 
uporabiti, je odvisno od več dejavnikov, kot so dosledno shranjevanje in aseptično delo ter 
vpliv staranja kvasne biomase na kakovost piva kot posledica stresnih dejavnikov, ki jih 
kvasovke doživljajo med procesom industrijske proizvodnje piva spodnjega vrenja. 
Omenjeni dejavniki so neposredno povezani z živostjo, vitalnostjo in flokulacijo, ki so eni 
od pomembnejših parametrov, ki se spremljajo z namenom zagotavljanja optimalnih 
procesov fermentacije piva spodnjega vrenja v pivovarnah.  
 
Da bi ugotovili sposobnosti kvasovk biosinteze diacetila ob njihovi zaporedni uporabi, smo 
spremljali spremembe v relativnem izražanju genov, ki so vključeni v metabolno pot 
sinteze diacetila med 31 zaporednimi fermentacijami piva. Prav tako smo ugotavljali 
spremembe koncentracij diacetila, 2,3-pentandiona in nekaj ostalih v pivu prisotnih 
aromatičnih komponent (acetaldehid, estri, višji alkoholi in dimetil sulfat) po koncu 
primarne fermentacije, kot posledico zaporednih uporab kvasovk.  
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1.1  CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
 
Magistrsko delo je bilo izvedeno v okviru raziskovalnega vavčerja -Pivovarna Laško d.d.- 
500166, v sodelovanju s pivovarno Laško in je potekalo na Katedri za biotehnologijo, 
mikrobiologijo in varnost živil. 
 
Cilji naloge: 
1) Ugotoviti spremembe aromatičnih komponent piva ob podaljševanju zaporednih uporab 
kvasovk v fermentacijah piva. 
2) Ugotoviti, v katerih stopnjah metabolizma nastajanja diacetila pride do sprememb zaradi 
zaporedne uporabe kvasa pri fermentacijah piva. 
3) Postavitev analize izražanja genov, ki so vključeni v metabolizem hlapnih komponent 
piva. 
 
Delovne hipoteze: 
1) Pri zaporedni uporabi kvasovk pride do spremembe v produkciji aromatičnih oz. hlapnih 
komponent piva. 
2) Spremembe v izražanju genov odražajo spremembe v produkciji hlapnih komponent. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
V tem poglavju je predstavljena uporaba kvasovke S. pastorianus za industrijske namene 
proizvodnje piva spodnjega vrenja in njena taksonomska uvrstitev. Podrobneje je opisana 
metabolna pot valina in nastajanje diacetila, ki je ena od pomembnih tehnoloških lastnosti 
omenjene kvasovke. Diacetil pomembno vpliva na kakovost končnega produkta, saj je s 
tem povezan čas proizvodnje piva spodnjega vrenja in posledično stroški proizvodnje. 
 
2.1 KVASOVKE S. pastorianus 
 
S. pastorianus je kvasovka, ki se uporablja za proizvodnjo piva spodnjega vrenja. 
Poimenovali so jo po Louisu Pasteurju leta 1870. Zapleten genom te kvasovke je posledica 
hibridizacije med dvema vrstama v kompleksu vrst Saccharomyces, kar je privedlo do 
težav pri vzpostavitvi ustrezne taksonomske umestitve.  
 
2.1.1 Taksonomska umestitev 
 
Proizvodnja piva spodnjega vrenja je doživela revolucijo z uvajanjem čistih kultur in 
njihove uporabe v proizvodnji od leta 1883, ko je Emil Christian Hansen izoliral prvi čisti 
sev, ki ga je poimenoval “Unterhefe No.1” (Hansen, 1883). Kvasovko spodnjega vrenja S. 
pastorianus so taksonomsko opredelili v 19. stoletju in je primer zelo uspešno 
udomačenega medvrstnega hibrida (Baker in sod., 2015), ki se je skozi generacije 
selekcionirala in s tem prilagajala na nizke temperature v umetnih pogojih, ki jih je ustvaril 
človek (Belloch in sod., 2008). Omenjena kvasovka je nastala z naravno hibridizacijo med 
Saccharomyces cerevisiae, ki je splošno poznana ale kvasovka in tedaj še nepoznano vrsto, 
ki ni izvora S. cerevisiae, hipotetično novo vrsto podobno  Saccharomyces bayanus 
(Vaughan Martini in Kurtzman, 1985). Številne študije so bile usmerjene v ugotavljanje 
staršev, ki niso izvora S. cerevisiae. Eden od prvih kandidatov je bil sev, ki ga je prav tako 
izoliral Hansen in ga poimenoval “Bottom Fermenting Yeast #II”, poznan pod imenom 
Saccharomyces monacensis (CBS 1503). Eksperimenti kloniranja in hibridizacije po 
Southernu z majhnim številom genov, predvsem na relativno majhnih kromosomih, so 
pokazali samo prisotnost genov tipa, ki niso izvora S. cerevisiae (Pedersen, 1986). Kljub 
temu je omenjeni sev nedvomno vseboval tudi S. cerevisiae tip genomske DNA 
(Casaregola in sod., 2001). Naslednji kandidat, ki so ga predlagali na osnovi molekularnih 
in genetskih podatkov je bila vrsta S. bayanus, ki so ga nadalje razdelili v dve varieteti 
(Nguyen in Gaillardin, 1997), S. bayanus var. bayanus s predstavnikom CBS 380, za 
katerega danes vemo da je  hibrid med S. cerevisiae in Saccharomyce uvarum (Naumov, 
2000), v drugo varieteto pa S. bayanus var. uvarum, ki se ujema z naravno vrsto S. uvarum, 
ki so običajno izolirane iz grozdnih jagod ali vinskih fermentacij (Naumov in sod., 2000). 
V letu 2011 so odkrili v Patagoniji novo vrsto kvasovke Saccharomyce eubayanus, z 99% 
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identiteto manjkajočega dela genoma v S. pastorianus in jo opredelili kot manjkajočega 
starša kvasovke spodnjega vrenja (Libkind in sod., 2011). Kasneje so jo izolirali še na 
Kitajskem, Tibetu in Mongoliji, kjer so dodatno potrdili, da manjkajoči del genoma 
pripada pripada S. eubayanus, kar je nadalje spodbudilo razpravo o natančnem izvoru 
omenjene vrste (Bing in sod., 2014). Od leta 2014 se večina raziskovalcev strinja, da je 
kvasovka spodnjega vrenja S. pastorianus nastala z medvrstno hibridizacijo med zgoraj 
omenjenima vrstama, vendar niso dosegli soglasja ali se je ta dogodek zgodil v Aziji ali 
Evropi (Boynton in Greig, 2014). 
 
2.1.2 Metabolna pot biosinteze izolevcina, levcina in valina 
 
Presnovni prekurzor za diacetil, α-acetolaktat, je mogoče najti v metabolni poti biosinteze 
izolevcina, levcina in valina (Dillemans in sod., 1987). Tako kot pri drugih poteh so tudi 
tukaj nadzorni sistemi, ki uravnavajo raven izražanja genov (Holmberg in Petersen, 1988). 
Obstaja več ravni genske kontrole in nekateri od genov, vključeni v tej poti, so nadalje 
regulirani preko sistema imenovanega »general amino acid control« (Hinnebusch, 1986). 
Objave kažejo, da je približno 30 encimov v sedmih  aminokislinskih metabolnih poteh 
pod nadzorom tega sistema (Hinnebusch, 1986). 
 
2.1.3 Metabolna pot sinteze valina in diacetila 
 
Diacetil in metabolna pot njegove biosinteze sta vzbudili veliko pozornosti pri pivovarjih, 
zato so danes te metabolne poti dobro poznane. Acetolaktat sintaza (AHAS) (Ilv2p) 
katalizira pretvorbo piruvata v α-acetolaktat, njeno izražanje pa sodi pod regulatorno pot  
sinteze aminokislin z razvejano stransko verigo (BCAA) valina, levcina in izolevcina. Pri 
regulaciji je pomembna regulatorna podenota Ilv6p, saj služi kot inhibitor povratne 
informacije v prisotnosti valina in povečuje splošno aktivnost AHAS. To so sklepali iz 
študije, kjer mutanta ILV6 v prisotnosti valina ni imela več inhibirane AHAS. Inhibitorni 
učinek valina na aktivnost AHAS je bil večji, ko sta bila izražena tako ILV2 in ILV6, v 
primerjavi, ko je bil izražen samo ILV2. Ilv2p tako katalizira produkcijo α-acetolaktata, 
medtem ko ga acetolaktat reduktoizomeraza (Ilv5p) reducira do dihidroksiizovalerične 
kisline (Dillemans in sod., 1987; Cullin in sod., 1996; Poulsen in Stougaard, 1989; Pang in 
Duggleby, 1999; Xiao in Rank, 1990). Na primer z motnjo gena ILV2 so dosegli 64 % 
zmanjšano produkcijo diacetila pri fermentaciji piva v primerjavi z nemodificiranim 
sevom, saj so motnje povzročile manjše izražanje AHAS in posledično manjšo produkcijo 
diacetila (Wang in sod., 2008). Podobne rezultate so dobili tudi v naslednji študiji, kjer so z 
mutanto ILV2 pri industrijskem sevu S. pastorianus dosegli 66% zmanjšano produkcijo 
diacetila in s tem krajši čas zorenja piva (Liu in sod., 2007). Razlogi za zmanjšano 
produkcijo diacetila so  podrobneje opisana v spodnjem poglavju.  
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Slika 1: Metabolna pot nastajanja valina in diacetila, ter njegov privzem po koncu fermentacije. 
 
Metabolna pot valina (Slika 1) se začne z pretvorbo dveh molekul piruvata, ki jih 
acetolaktat sintaza (gena ILV2, ILV6) pretvori v α-acetolaktat (Poulsen in Stougaard, 
1989). Sledi pretvorba α-acetolaktata do 2,3-hidroksiizovalerata, ki ga katalizira 
acetolaktat reduktoizomeraza (gen ILV5) (Holmberg in Petersen, 1988). Ta reakcija je 
hitrostno omejena, zato se del α-acetolaktata izloči skozi celično membrano in se 
neencimsko dekarboskilira do diacetila (Dillemans M. in sod., 1987). Preostali 2,3-
hidroksiizovalerat pretvori encim 2,3-hidroksiizovalerat dehidrogenaza (gen ILV3) v α-
keto-izovalerat. Dvosmerno reakcijo med α-keto-izovaleratom in valinom katalizira 
transaminaza BCAA (gena BAT1 in BAT2) (Chen in sod., 2011). 
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2.2  FERMENTACIJA PIVA SPODNJEGA VRENJA IN TVORBA AROMATIČNIH 
SPOJIN 
 
2.2.1 Potek fermentacije 
 
Med procesom fermentacije se pivina, ki vsebuje ogljikove hidrate, pretvori v pivo, ki 
vsebuje alkohol. Iz vidika kvasovk se pogoji za rast v tem procesu bistveno spremenijo. 
Pred fermentacijo kvasno biomaso zelo visoke celične gostote običajno hranijo v 
shranjevalnem tanku, kjer navadno ni hranil. Kvasno biomaso se nato prenese v svežo 
pivino, ki vsebuje okoli 100 g/l ogljikovih hidratov, ob takih pogojih so celice 
izpostavljene visokemu osmotskemu stresu. Med procesom fermentacije postopoma 
prihaja do nadaljnjih oblik stresa, kot sta poraba hranil in naraščanje koncentracije 
alkohola. Na koncu fermentacije, ko so porabljeni vsi fermentabilni sladkorji, sledi hladni 
šok, zaradi znižanja temperature iz 11- 14 oC na temperaturo zorenja piva, ki je 7-8 oC, 
poleg tega znižanje temperature pripomore k učinkovitemu usedanju biomase, sledi 
ponovno vračanje dela biomase nazaj v shranjevali tank. Verjetno se na vse te spremembe 
v rastnih pogojih kvas odziva z regulacijo transkripcije ustreznih genov glede na dano 
stanje (Olesen in sod., 2002). 
 
2.2.2 Nastajanje diacetila med fermentacijo 
 
Kvasovke rodu Saccharomyces tvorijo diacetil med procesom fermentacije piva kot 
stranski produkt pri anabolni sintezi aminokisline valin. Diacetil (2,3-butandion) je 
diketon, ki ima na vsaki strani po eno keto skupino njegova molekulska formula je C4H6O2 
(Slika 2). Zanj je značilno, da veliko prispeva k okusu in aromi piva, prepoznamo ga 
predvsem po značilnem okusu, ki spominja na maslo (Schaeffer in Iannucci, 2014). Prag 
zaznave diacetila je od 0,1-0,2 ppm v pivih spodnjega vrenja (Meilgaard, 1975). Nekateri 
viri poročajo celo o nižjem pragu zaznave, ki naj bi bil med 14 in 61 ppb (Kluba in sod., 
1993). Prisotnost diacetila nad njegovim pragom zaznave pomeni napako piva, saj je to 
nezaželena aromatična komponenta v mnogih stilih piva, lahko kaže tudi na mikrobiološko 
kontaminacijo z Lactobacillus spp. (Bulton in Quain, 2001), Pediococcus spp. (Priest, 
2003) ali Pantoea agglomerans (van Vuuren in sod., 1980). Diacetil nastane zunajcelično s 
spontano neencimsko oksidativno dekarboksilacijo α-acetohidroksilne kisline (acetolaktat), 
ki je intermediat biosinteze valina. Znotrajcelična biosinteza valina se prične s pretvorbo 
piruvata v acetolaktat, ki se pretvori do valina s potekom treh nadaljnjih reakcij (Strassman 
in sod., 1958). Pretvorba α-acetolaktata v 2,3-dihidroksil-izovalerat je hitrostno omejena, 
zato se del α-acetolaktata med fermentacijo in rastjo kvasovk izloča skozi celično 
membrano v pivino, kjer se z neencimsko dekarboksilacijo  pretvori v diacetil (Slika 2) 
(Dillemans in sod., 1987). 
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Slika 2: Molekulska formula diacetila. 
 
2.2.3 Dušikove spojine v pivini in privzem valina 
 
Privzem in metabolizem dušikovih spojin iz pivine ima pomembno vlogo pri zmogljivosti 
fermentacije, saj jih kvasovke potrebujejo za sintezo novih encimov in strukturnih 
proteinov. Izkoristljiv vir dušika v pivini večinoma predstavljajo aminokisline, amonij in 
krajši peptidi. Saccharomyces spp. redko uporabijo omenjene komponente kot gradnike za 
neposredno biosintezo večjih makromolekul, kot so proteini, večinoma jih v procesu 
katabolizma razgradijo in nato iz določenih intermediatov sintetizirajo potrebne 
aminokisline (Pierce, 1987). Za ohranjanje visoke stopnje vitalnosti kvasa in zadostne 
stopnje fermentacije mora pivina običajno vsebovati minimalno 100 ppm prostih 
aminokislin FAN (angl. »free amino nitrogen«), čeprav so fermentacije uspešno potekle 
tudi s polovično vsebnostjo FAN, je za optimalen potek fermentacije potreba količina FAN 
nad 150 ppm (Bajomo in Young, 1994). Nezadostna količina FAN v pivini privede do 
počasnejše fermentacije ali celo povzroči, da fermentacija ne poteče v celoti, oziroma pride 
do tako imenovane nizke stopnje atenuacije. V okoljih kjer je višek FAN, sta stopnja 
fermentacije in produktivnost etanola povečani, saj je pretok ogljika skozi glikolizno pot 
maksimalen, kar pomeni da se glikolizni produkti ne porabljajo, kot vir ogljikovega skeleta 
pri sintezi aminokislin, ampak za povečano tvorbo višjih alkoholov, kot je izobutanol in 
nekateri drugi, ki se prav tako nastaja iz intermediatov, ki izhajajo iz aminokislinskih 
kataboličnih poti. Izobutanol nastaja iz α-ketoizovalerata, ki je intermediat v anabolični in 
katabolični poti valina (Hazelwood in sod., 2008). Višja koncentracija FAN neposredno 
vpliva na večjo rast kavsovk (Piddocke, 2009). Jones in Pierce (1964) sta aminokisline 
prisotne v pivini razvrstila v štiri skupine glede na prioriteto kvasovk do njihovega 
privzema (Preglednica 1). Ta klasifikacija originalno temelji na omejenem številu sevov, 
kar pomeni da ne velja za vse seve (Jones in Pierce, 1964). Za skupino A aminokislin 
velja, da jih kvasovke absorbirajo hitro, običajno se porabijo v roku dvajsetih ur. Skupino 
B aminokislin kvasovke absorbirajo počasneje in bolj postopoma (Perpéte in sod., 2005). 
Skupina C aminokislin se absorbira počasi, absorpcija se začne po lag fazi oziroma 
dvanajst ur po začetku fermentacije, ko se večina aminokislin iz skupine A že porabi. V 
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skupini D je prolin, ki ga je v sladici v izobilju, vendar se praktično ne absorbira, za 
učinkovito absorpcijo prolina kvasovke potrebujejo aerobne pogoje (Tenge, 2009). 
 
Preglednica 1: Aminokisline razvrščene v skupine po prioriteti privzema kvasovke Saccharomyces 
pastorianus. 
Skupina A Skupina B Skupina C Skupina D 
Hitra adsorpcija Zmerna adsorpcija Počasna absorpcija Ni adsorpcije 
Glutamin 
Glutamat 
Aspargin 
Aspatat 
Serin 
Treonin 
Lizin 
Valin 
Metionin 
Levcin 
Izolevcin 
Histidin 
Glicin 
Fenilalanin 
Tirozin 
Triptofan 
Alanin 
Prolin 
 
Stopnja privzema valina je pomembna, kadar nas zanima produkcija diacetila, ker je 
privzem neposredno povezan z nastajanjem diacetila med fermentacijo. Kvasovke vrste S. 
cerevisiae privzemajo valin z zmerno stopnjo, kar pomeni da je prvih 12 ur fermentacije 
njegov privzem zelo počasen, saj se takrat porabljajo aminokisline iz skupine A (García in 
sod., 1994). V študiji kjer so opazovali privzem aminokislin pri S. pastorianus, so 
ugotovili, da je zakasnitev privzema valina dolga, saj ga omenjeni sev začne izkoriščati 
šele v stacionarni fazi, zato so ga uvrstili v skupino aminokislin z najdaljšo zakasnitvijo 
privzema (Romkes in Lewis, 1971). Dokazali so, da ima S. pastorianus počasnejši privzem 
valina v primerjavi s S. cerevisiae, zato so tudi v tem primeru predlagali umestitev valina v 
skupino C aminokislin za Saccharomyces pastorianus in druge seve kvasovk spodnjega 
vrenja (Palmqvist in ÄYräpää, 1969).  
 
Za transport valina in ostalih razvejanih aminokislin (BCAA) v celico kvasovk so 
odgovorni različni membranski proteini opisani spodaj. Gap1p (splošna aminokislinska 
permeaza 1) lahko prenese skozi membrano aminokisline, vključno s citrulinom in D-
amino kisline, poleg tega je aktivna tudi v času rasti, ko je na voljo malo prolina. Njegova 
aktivnost je transkripcijsko in post-translacijsko znižana v prisotnosti določenih virov 
dušika, kot so glutamin, aspargin in amoniak, kar kaže da je odgovoren za manjši del 
prenosa valina. Transkripcija Bap2p (permeaza za aminokisline z razvejano verigo 2) in 
Bap3p (permeaza za aminokisline z razvejano verigo 3), poteka na genih permeaz BCAA 
in sicer na BAP2 in BAP3, kjer se inducira preko zunanjega senzorja Ssy1p, ki zazna 
nekatere aminokisline, kot sta levcin in fenilalanin (Kodama in sod., 2001). Znano je, da 
motnje v konstitutivnem izražanju gena, ki kodira Bap2p pri S. cerevisiae niso vplivale na 
hitrost absorpcije valina med fermentacijo, poleg tega so ugotovili, da se s konstitutivnim 
izražanjem poveča absorpcija, medtem ko motnje gena niso privedle do sprememb v 
privzemu, kar kaže da obstaja več transporterjev valina (Kodama in sod., 2001). Tat1p 
(visoko afinitetni tirozinski transporter) prav tako skrbi za transport BCAA, saj delecija 
gena BAP2 ne vpliva na stopnjo asimilacije omenjenih aminokislin (Kodama in sod., 
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2001). Transport aminokislin v S. cerevisiae poteka s pomočjo protonskega simporta 
(Grenson in sod., 1966).  
 
Pri S. bayanus Bap2p kodira gen Lg-BAP2, katerega izražanje S. pastorianus je utišano od 
začetka fermentacije do porabe večjega dela aminokislin iz pivine (Kodama in sod., 2001), 
to je ob koncu fermentacije (Gibson in sod., 2009). Kodama in sod. (2001) niso našli 
nobene posebne spojine ali mehanizma, ki bi vplival na prepis, poročajo le, da 
koncentracija levcina nima nobenega vpliva na prepis, zavirajo ga etanol in organske 
kisline. Pri S. cerevisiae izražanje BAP2 povzroča predvsem prisotnost levcina in le malo 
prisotnost valina (Didion in sod., 1996). Transkripcija BAP2 in drugih genov, ki kodirajo 
BCAA transportne permeaze, kot sta BAP3 in TAT1 je kompleksna in odvisna od več 
transkripcijskih faktorjev, čeprav večji del izražanja nadzoruje protein Ssy1p, ki zaznava 
aminokisline (Nielsen in sod., 2001). Pri fermentaciji s S. cerevisiae, ki je potekala z 
dodatkom kemijsko definiranega gojišča YNB in 20 g/l glukoze pri pH 5 niso opazili 
prepisa genov BAP2 in BAP3, medtem ko je pri fermentaciji pri pH 3 in v enakem gojišču 
prišlo do njihovega izražanja, kar kaže da je prepis omenjenih genov do neke mere odvisen 
od padca vrednosti pH pivine med fermentacijo, kar povzroči povečan privzem valina v 
nadaljevanju fermentacije (Schoondermark-Stolk in sod., 2006). Poleg tega na izražanje 
nekaterih genov vključno z BAP2 med fermentacijo vpliva dobra oksigenacija pivine pred 
inokulacijo S. pastorianus, saj so dokazali, da je bila začetna raven izražanja merjena po 
eni uri od inokulacije višja v primerjavi z kvasom spodnjega vrenja, ki je bil inokuliran v 
neoksigenirano pivio. Po štirih urah od inokulacije so bili nivoji izražanja podobni, kar 
kaže na to, da ima kvas v dobro oksigenirani pivini pred inokulacijo na začetku 
fermentacije rahlo izboljšano sposobnost privzema valina (Verbelen in sod., 2009). 
 
2.2.4 Procesni pogoji za zmanjšano nastajanje diacetila 
 
Znotrajcelična vsebnost valina vpliva na nastajanje diacetila, saj je diacetil neposredno 
povezan z biosintezo valina, slednji močno zavira encim AHAS, ki je odgovorna za 
katalitski nastanek α-acetolaktata iz piruvata, torej večja vsebnost valina v celici zmanjša 
sintezo α-acetolaktata in posledično vpliva na manjši nastanek diacetila (Magee in de 
Robichon-Szulmajster, 1968). Poleg valina ima zaviralni učinek na encim AHAS tudi 
levcin, čeprav je ta učinek manjši od valina, medtem ko pri izolevcinu zaviralnega učinka 
niso opazili (Barton in Slaughter, 1992). Drugi viri poročajo ravno nasprotno in sicer, da 
ima izolevcin majhen zaviralni učinek na encim AHAS, pri levcinu tega niso opazili (Pang 
in Duggleby, 2001). Dodatek valina in izolevcina pivini zmanjša nastajanje diacetila med 
fermentacijo (Nakatani in sod., 1984). Pri poskusnih fermentacijah s sevom S. pastorianus, 
kjer so uporabili pivine z različnimi specifičnimi gostotami, vsebnostmi FAN in vsebnostjo 
valina so ugotovili, da pri vzorcih pivine po fermentaciji, ki vsebuje nižjo koncentracijo 
valina, nastane več diacetila kot pri fermentaciji s pivino, ki vsebuje visoko vsebnost 
valina. Zaključili so, da lahko koncentracija valina vpliva na končno produkcijo diacetila, 
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vendar zaradi uporabe različne specifične gostote pivine, vsebnosti FAN in valina, ni bilo 
mogoče narediti točne korelacije med vsebnostjo valina in končno koncentracijo diacetila 
(Petersen in sod., 2004). V študiji, ki so jo izvedli z dvema sevoma S. pastorianus so 
ugotovili, da je koncentracija diacetila ob koncu fermentacije enaka ali zmanjšana, kadar je 
privzem valina povečan. Zmanjšan ali ničen privzem valina povzroči povečano 
koncentracijo diacetila ob koncu fermentacije (Cyr in sod., 2007). Dopolnitev pivine z 
valinom (100-300 ppm) in posledično večjo porabo slednjega privede do manjše tvorbe 
diacetila, drugi parametri, kot sta hitrost fermentacije in rast kvasovk so ostali 
nespremenjeni (Krogerus in Gibson, 2013). 
 
Inokulum liofiliziranih kvasovk ima šestkrat manjšo sposobnost privzema valina v 
primerjavi s sveže pripravljenim inokulumom, zaradi česar kvasovke liofiliziranega 
inokuluma proizvededejo večjo količino diacetila. Do tega pride zaradi sušenja, ki vpliva 
na celično membrano in posredno na transportni sistem valina v membrani (Cyr in sod., 
2007). Predpriprava kvasne biomase pred inokulacijo v raztopini s pH nižjim od 5 lahko 
zviša privzem valina med fermentacijo in posledično zniža produkcijo diacetila, saj 
povečuje prepis genov, ki kodirajo permeazi Bap2p in Bap3p (Schoondermark-Stolk in 
sod., 2006). Drugi viri poročajo o zmanjšanem izražanju gena BAP2, ki izhaja iz seva S. 
eubayanus in nespremenjenem izražanju zgoraj omenjenega gena, ki izhaja iz S. cerevisiae 
v hibridnem sevu S. pastorianus kondicioniranem v gojišču kvasni ekstrakt-pepton manitol 
(YPM) z dodanim 1mM sorbatom (pH 4,5) v primerjavi s kontrolnim gojiščem YPM, kar 
kaže na to, da kisli pogoji lahko negativno vplivajo na sintezo  BCAA permeaz (Kodama 
in sod., 2001). 
 
Vsebnost prostega aminokislinskega dušika (FAN) v pivini lahko vpliva na hitrost 
privzema valina in posledično na proizvodnjo diacetila. Nižja vsebnost FAN vpliva na 
nižjo produkcijo diacetila, predvidoma zaradi hitrejše absorpcije in porabe prednostnih 
aminokislin, kar privede od zgodnejše potrebe po privzemu valina in tudi večjega privzema 
na račun manjše konkurence za privzem s permeazami. Povečanje vsebnosti FAN glede na 
nespremenjeno vsebnost valina, pa privede do povečane produkcije diacetila v zgodni fazi 
fermentacije kot posledica daljšega in obilnejšega privzema prednostnih aminokislin. 
Raven aminokislin, ki imajo kasnejši privzem od valina vpliva na višjo vsebnost diacetila v 
končni fazi fermentacije, zato imajo večji vpliv na končno vsebnost diacetila v zelenem 
pivu (Krogerus in Gibson, 2013).  
 
V raziskavi, kjer so opazovali nastajanje diacetila in aktivnost sintaze acetohidroksi kisline 
(AHAS) med fermentacijo na podlagi dodajanja posameznih aminokislin in amonijevega 
klorida pivini v presežku, so ugotovili, da alanin in amonijev klorid znatno znižata, tako 
količino nastalega diacetila, kot tudi aktivnost AHAS. Na podlagi rezultatov lahko 
zaključimo, da uporaba prebitka alanina, amonijevega klorida in morebiti levcina skupaj z 
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valinom pripomore k minimalnemu nastanku diacetila med fermentacijo in so bistvenega 
pomena za nadzor AHAS pri nastajanju diacetila (Barton in Slaughter, 1992). 
 
V študiji, kjer so opazili povišano proizvodnjo diacetila v mutantah z okvarjeno 
sposobnostjo respiracije (»petite« mutante) S. cerevisiae, kot posledico citosolne 
lokalizacije encima AHAS kaže, da kopičenje omenjenega encima v citosolu lahko 
povzroči povečano proizvodnjo diacetila, kot posledico povečanega izločanja α-
acetolaktata iz celice (Dasari in Kolling, 2011). 
 
Na koncentracijo diacetila ob koncu fermentacije vplivata tudi velikost inokuluma in 
gostota celic, saj koncentracija diacetila narašča z gostoto inokuluma. To so potrdili v 
študiji pri kateri so pri 4x večjem inokulumu opazili na koncu fermentacije 10x višjo 
koncentracijo diacetila pri različnih sevih kvasovk spodnjega vrenja (Verbelen in sod., 
2008). V drugi raziskavi so fermentacijo izpeljali v pivini z visoko specifično gostoto, kjer 
so za inokulum uporabili  kvasovke spodnjega vrenja različnih koncentracij od 1x107 do 
1x108 celic/ml in opazili zmanjšano vsebnost diacetila ob koncu fermentacije pri vzorcih z 
višjo koncentracijo inokuluma, čas fermentacij je bil največ 11 dni (Erten in sod., 2007), v 
primerjavi z zgornjo študijo, kjer so bile fermentacije izpeljane v približno 2 do 14 dneh 
odvisno od koncentracije celic in seva (Verbelen in sod., 2008). Dlje časa kot so kvasovke 
v stiku s pivom, več časa imajo za asimilacijo in redukcijo diacetila. Prav tako so opazili 
povečano koncentracijo diacetila pri fermentaciji, ki je trajala le 72 ur s kvasovkami 
tolerantnimi na stres, v primerjavi s kontrolno fermentacijo, ki je potekala 193 ur z 
neadaptiranim sevom (Ekberg in sod., 2013). Povečano proizvodnjo diacetila med 
fermentacijo so opazili tudi ob povečani osmolarnosti pivine. Pri študiji so namreč za 
zvišanje osmolarnosti uporabili sorbitol, razlog za povečnje vsebnosti diacetila pa so 
pripisali zmanjšani živosti oz. vitalnosti kvasovk zaradi stresnih dejavnikov (Sigler in sod., 
2009). 
 
Diacetil lahko nastaja tudi v ustekleničenem pivu tekom procesa staranja kot posledica 
Maillardove reakcije ali oksidacije acetoina in 2,3-butandiola (Vanderhaegen in sod., 
2003). V tem primeru sta za tvorbo diacetila pomembni povišana temperatura in 
koncentracija raztopljenega kisika med staranjem piva. Poleg tega so ugotovili, da diacetil 
ponovno nastaja kot posledica rasti kvasovk pri sekundarni fermentaciji v steklenici, katere 
namen je karboniranje piva. Kljub ponovnem nastanku diatecila med refermentacijo v 
steklenici se zaradi povečane metabolne aktivnosti kvasa celokupna koncentracija diacetila 
zmanjša (Saison in sod., 2010).  
 
Na vsebnost valina in aminokislinski profil pivine imajo velik vpliv pogoji drozganja 
slada, saj se aminokisline sproščajo v pivino z delovanjem velikega števila proteolitičnih 
encimov (Jones, 2005). Tako lahko s spodbujanjem aktivnosti encimov, ki sproščajo valin 
v sladico posredno zmanjšamo koncentracijo diacetila med fermentacijo. (Schwarze in sod. 
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2012) so namreč ugotovili, da so za doseganje visoke vsebnosti valina glede na druge 
BCAA optimalni pogoji drozganja v pivini naslednji: čas 60-75 min, temperatura 50 oC in 
pH 5.4 ). Drugi avtorji poročajo, da se vsebnost in razmerje valina poveča v primerjavi z 
drugimi aminokislinami, če čas drozganja na začetku segrevanja pri 48 oC podaljšamo, 
končni čas pri 68  oC pa skrajšamo (Guerrero, 2009).  
 
2.2.5 Tehnološki pogoji za redukcijo diacetila 
 
Kvasovke so sposobne asimilacije vicinalnih diketonov in redukcije le-teh v diole, ki imajo 
precej višji prag zaznave in zato ne vplivajo na okus in aromo piva. Diacetil na koncu 
reducirajo do 2,3-butandiola, ki ima prag zaznave pri 4500 ppm (Meilgaard, 1975). 
Kvasovke rodu Saccharomyces diacetil reducirajo preko acetoina z različnimi 
ketoreduktazami (Bamforth in Kanauchi, 2004). Te reakcije potekajo specifično ali 
nespecifično, prav tako so lahko odvisne od molekul NADH  ali NADPH (Katz in sod., 
2003). Pri sevu S. pastorianus so opazili specifično acetoin reduktazo, ki ima 
dehidrogenazno aktivnost tako za acetoin kot diacetil, vendar slednjega pri ale sevu niso 
opazili (Murphy in sod., 1996). Bamforth in Kanauchi (2004) sta prav tako opazila večje 
število diacetil reduktaznih encimov pri sevih S. pastorianus v primerjavi z pivskimi sevi 
S. cerevisiae. Gen ADH1 kodira alkohol dehidrogenazo, ki je v večjem delu odgovorna za 
pretvorbo acetaldehida v etanol, poleg tega se je izkazalo, da reducira tudi diacetil. 
Postopek odstranitve diacetila v kasnejših fazah fermentacije ni tako dobro proučen kot 
njegovo nastajanje. Proces odstranjevanja diacetila med fermentacijo poteka hitro, saj v 
primeru, ko so dodali diacetil med aktivno fermentacijo, se je koncentracija diacetila hitro 
vrnila na nivo diacetila, kot je bil pri kontrolni fermentaciji brez dodatka diacetila. Ti 
rezultati kažejo, da odstranjevanje diacetila kvasovk ni omejujoč dejavnik, ampak je 
spontana dekarboksilacija α-acetolaktata do diacetila (Boulton in Box, 2008). V isti študiji 
poročajo, da je koncentracija diacetila naraščala, ko so dodali diacetil v poznejši fazi 
fermentacije, kar kaže na to, da ima fiziološko stanje kvasa določen vpliv na stopnjo 
redukcije diacetila. Natančni mehanizmi privzema diacetila v kvasno celico niso znani, 
vendar pa je stopnja absorpcije in redukcije diacetila in posledično odstranjevanje diacetila 
odvisna od mnogih parametrov fermentacije. Med njimi so temperatura fermentacije, 
oksigeniranost kvasovk oz. pivine, hitrost sedimentacije in stopnja flokulacije, optimalen 
pH za delovanje encimov povezanih z redukcijo se doseže proti koncu fermentacije 
(Boulton in Box, 2008; Bamforth in Kanauchi, 2004; Rondags in sod., 1996; Kobayashi in 
sod., 2005; Perpéte in sod., 2005). S hitrostjo celične rasti in količino biomase je povezana 
stopnja sinteze BCAA, reakcijska stopnja spontane dekarboksilacije α-acetolaktata v 
diacetil in dejavnost encimov, ki so odgovorni za redukcijo diacetila na acetoin in 2,3-
butandiol. Na primer povišana temperatura fermentacije vodi do hitrejše rasti in posledično 
višje začetne koncentracije diacetila. Poleg tega pa povečana količina biomase kvasovk 
tudi hitreje reducira diacetil v 2,3-butandiol in s tem se poveča hitrost oksidativne 
dekarboksilacije α-acetolaktata v diacetil. Višja temperatura tako v začetni fazi botruje 
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višji koncentraciji diacetila, a ob enem tudi poskrbi, da pride do hitrejše redukcije (García 
in sod., 1994). Tako se v praksi uporablja povišano temperaturo proti koncu fermentacije v 
tako imenovani diacetilni pavzi, kje se zaradi višje temperature poveča dekarboksilacija α-
acetolaktata v diacetil in s tem učinkoviteje skrajša čas zorenja (Saerens in sod., 2008). 
 
2.2.6 Zaporedna uporaba kvasovk  
 
Fermentacije na industrijskem nivoju potrebujejo fiziološko stabilne in aktivne kvasne 
celice. Iz ekonomskih materialnih in varčevalnih razlogov pivovarne po končani 
fermentaciji kvasno biomaso shranijo in jo uporabljajo v nadaljnjih fermentacijah. Ta 
postopek imenujemo zaporedna uporaba oz. angleško »serial repitching«. V pivovarnah je 
ta postopek postal splošna praksa in kvasno biomaso navadno uporabijo med 8 do 15 krat 
zaporedoma (Powell in Diacetis, 2007). Medtem ko so lahko fiziološke in tehnološke 
lastnosti kulture med zaporednimi fermentacijami nespremenjene, lahko na drugi strani 
pride do mutacij, ki se pojavljajo zaradi ponovne uporabe kvasne biomase (Casey, 1996). 
Takšne spremembe na genomu populacije morda ne vplivajo na kakovost izdelka, vendar 
se v nadaljevanju ponovne uporabe kvasne biomase lahko različni mutanti kopičijo, 
tekmujejo s prvotno kulturo in jo lahko celo prerastejo zaradi pobiranja kvasne biomase ob 
koncu fermentacije (Powell in sod., 2003). Spremembe lastnosti celic vplivajo na 
sposobnost fermentacije piva in kvaliteto končnega produkta. 
 
Prva sprememba je izguba flokulacije med zaporedno uporabo kvasne biomase (Sato in 
sod., 2001). Za pivovarje je flokulacija bistvenega pomena, da dobijo po fermentaciji 
relativno bistro pivo in več biomase, ki jo lahko uporabijo v nadaljevanju, poleg tega dobra 
flokulacija olajša filtracijski postopek (Heine in sod., 2009). Druga sprememba je staranje 
biomase, poznamo kronološko in replikativno staranje, ki je lahko odgovorno za 
zmanjšano fiziološko dejavnost v proizvodnji piva (Fabrizio in Longo, 2003). Vzrok 
sprememb so abiotski stresni dejavniki, s katerimi se srečujejo kvasne celice skozi vsako 
ponovno reinokulacijo, kot so hidrostatski tlak, aerobni pogoji in visok osmotski pritisk na 
začetku fermentacije, sledijo anaerobni pogoji in na koncu fermentacije prisotnost visoke 
koncentracije alkohola, pomankanje hranil in po koncu procesa še hladni šok (Heggart in 
sod., 1999), kar lahko privede do nekonsistentnih zaporednih fermentacij (Gibson in sod., 
2008). Vsebnost kisika v sladici na začetku fermentacije omogoča rast kvasne biomase in 
sintezo lipidov, kot so steroli in nenasičene maščobne kisline. Na začetku fermentacije med 
aerobnim celičnem dihanjem se tvorijo reaktivni kisikovi radikali (ROS), ki imajo škodljiv 
potencial za celične komponente in prispevajo k celičnemu staranju (Gibson in sod., 2008). 
Kvasna biomasa, ki je bila pred ponovno inokulacijo predpripravljena v raztopini glukoze 
ali oksigenirirana, je imela skrajšano zakasnitev privzema aminokislin. Z inkubacijo 
kvasne biomase v raztopini glukoze in izpostavljena kisiku, lahko izboljšamo privzem 
valina (Romkes in Lewis, 1971). Omenjeni rezultati se ujemajo z rezultati, ki so pokazali 
povečano izražanje gena BAP2, kot posledica izpostavljenosti kvasa kisiku pred 
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inokulacijo (Verbelen in sod., 2009). Za S. cerevisiae je znano, da se hitro odzovejo na 
spreminjajoče razmere v okolju s spreminjanjem izražanja genov in posledično 
prilagajanjem njihove fiziologije. Kvasovke se ne odzovejo samo na tipične spremembe, ki 
so opisne zgoraj, lahko pride tudi do nepričakovanih sprememb v proizvodnji piva (Gibson 
in sod., 2008). 
 
2.2.7 Druge aromatične spojine prisotne v pivu 
 
Znano je, da imajo številni razredi spojin pomembno vlogo pri razvoju značilnosti okusa 
piva. To bistveno vpliva na njegov okus in senzorične lastnosti, kar posledično vpliva tudi 
na njegovo priljubljenost med potrošniki. 
 
2.2.7.1 Acetaldehid 
 
Acetaldehid je visoko reaktivna in biološko strupena molekula, nastaja kot stranski produkt 
pri alkoholnem vrenju kvasovk v koncentraciji od 0,5 mg/L do 700 mg/L odvisno od seva 
(Liu in Pilone, 2000). Dodatek acetaldehida v gojišče brez etanola pri koncentraciji nad 
400 mg/L podaljša lag fazo in zmanjša eksponentno fazo rasti S. cerevisiae (Stanley in 
sod., 1997). Ravno nasprotno pa koncentracija acetaldehida, pod 580 mg/L, v prisotnosti 
etanola, med 3 in 6% (v/v), povečata specifično stopnjo rasti (Stanley in sod., 1993). Prav 
tako zelo nizke koncentracije acetaldehida (<100 mg/L) skrajša lag fazo kvasovk S. 
cerevisiae, ki so bile podvržene etanolnemu ali temperaturnemu stresu (Stanley in sod., 
1997). Koncentracija acetaldehida je odvisna od procesa fermentacije, čeprav ga večji del 
nastane po koncu fermentacije zaradi oksidacije alkohola. Običajna koncentracija v pivu je 
med 2 in 10 mg/l, prag zaznave pa znaša med 5 in 50 mg/l, nad to mejo ga zaznamo kot 
aromo zelenega jabolka (Coetzee in sod., 2016).  
 
2.2.7.2 Dimetil sulfid 
 
Dimetil sulfid (DMS) je pomembna komponenta slada, ki izhlapeva med procesom vretja 
pivine, zato je čas vrenja pomemben, saj se med njim razgrajuje njegov prekurzor S-
metilmetionin (SMM). V primeru prekratkega vretja pivine se namreč slednji razgrajuje 
tudi med procesom hlajenja pivine in nastali DMS ne more izhlapeti. Koncentracija DMS 
nad pragom zaznave, ki je med 30 in 50 µg/l je opisana kot negativna senzorična napaka 
pri pivu spodnjega vrenja (Verhagen, 2010). 
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2.2.7.3 Višja alkohola propanol in izobutanol 
 
Propanol in izobutanol spadata v glavno skupino višjih alkoholov, ki jih najdemo v 
alkoholnih pijačah. Pomembni so predvsem kot nosilci aromatičnih komponent 
(Lachenmeier in sod., 2008). Omenjeni alkoholi nastajajo preko α-keto kisline, ki je 
produkt katabolizma aminokislin v Ehrlichovi metabolni poti in anabolični metablolni poti, 
ki vklučuje de novo sintezo razvejanih aminokislin  iz glukoze (Hazelwood in sod., 2008).  
 
2.2.7.4 Estra etilacetat in izoamilacetat 
 
Estri so ene od pomembnejših komponent, ki določajo aromo piva in so sekundarni 
produkt pivovarskih kvasovk med fermentacijo piva. Nastajajo s preprosto kondenzacijo 
karboksilne kisline in višjih alkoholov z acil-coencimA, ki je kataliziran z aciltransferazo. 
Etilacetat predstavlja eno tretjino vseh estrov prisotnih v pivu, prag njegove zaznave je 
okoli 20 ppm v nižjih koncentracijah ga zaznavamo, kot sadne note v višjih pa, kot aceton 
oziroma topilo.  
 
Prag zaznave izoamilacetata je 0,2 ppm zaznavamo ga kot aromo banane in hruške. Ostali 
estri, ki jih najdemo v pivu so še izobutilacetat, etil kaproat in 2- feniletilacetat (Peddie, 
1990).  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 HODOGRAM POSKUSA 
 
 
 
Slika 3: Hodogram poskusa. 
 
3.2 MATERIALI  
 
V tem poglavju so našteti materiali, ki smo jih potrebovali za izvedbo laboratorijskega dela 
magistrske naloge. Opisani so postopki priprave reagentov, ki smo jih potrebovali pri delu 
za izolacijo in ugotavljanje koncentracije in prepis RNA v cDNA. 
 
3.2.1 Zaporedne fermentacije piva s Saccharomyces pastorianus W34/70  
 
Za izolacijo RNA smo uporabili pivovarski sev S. pastorianus W34/70 iz Zbirke 
industrijskih mikroorganizmov Biotehniške fakultete, ki se splošno uporablja v industrijski 
proizvodnji piva spodnjega vrenja. S tem sevom smo v okviru projekta, »Vpliv zaporedne 
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uporabe kvasovke spodnjega vrenja na njeno fiziološko stanje pri proizvodnji piva«, ki je 
potekal kot raziskovalni vavčer v sodelovanju s Pivovarno Laško d.d., predhodno izvedli 
31 zaporednih fermentacij piva. Izvajali smo jih v devetih ločenih paralelkah, za nadaljnje 
analize smo zbrali skupno biomaso treh paralelk in nastalo pivo, ter vzorce shranili pri -80 
oC. Fermentacije so potekale v za ta namen skonstruiranim mikrofermentacijskem sistemu 
(Ogrinec, 2016), ki je posnemal pogoje industrijske proizvodnje piva. Pivino za poskusne 
fermentacije smo dobili od zgoraj omenjene pivovarne. Fermentacija je potekala v 50 ml 
fermentorjih pri 13 oC šest dni, zadnji dan smo temperaturo dvignili za eno stopinjo. 
Sistem je posnemal hidrostatski tlak in tlak nad pivino, tako da so fermentacije potekale pri 
nadtlaku 1,1 bara z odklonom 0,03 bara. Dovajali smo plinsko mešanico, 80% dušika in 
20% CO2.  Biomaso za analizo izražanja RNA smo pridobili tako, da smo pivo po 
fermentaciji centrifugirali (1000 g, 2 min), da se je vsa kvasna biomasa posedla na dno 
fermentorja (prirejene 50 ml centrifugirke), nato smo pivo zamrznili za kemijske analize in 
kvasno biomaso trikrat sprali z destilirano vodo oziroma dvakrat za vzorce, katere smo na 
koncu sprali z RNAlater (Ambion). Tako pripravljene vzorce smo nato shranili pri – 80 oC 
za kasnejše analize izražanja genov.  
 
Za ugotavljanje izražanja genov vključenih v metabolizem diacetila, smo izbrali vzorce 
naslednjih zaporednih fermentacij: 1., 3., 8., 12., 16. 19., 24. in 31. 
 
3.2.2 Pufri, reagenti, začetni oligonukleotidi in sonde 
 
Spodaj so opisani postopki priprave pufrov, barvil, začetnih oligonukleotidov in sond, ki 
smo jih potrebovali za izolacijo RNA, prepis RNA v cDNA, izdelavo umeritvenih krivulj 
in določanje njihove koncentracije. 
 
a) Voda DEPC  
Vodo DEPC smo pripravili v predhodno pomitih in spranih steklenicah z bidestilirano 
vodo. Nato smo jih še toplotno obdelanih pri pogojih 160 °C, 12 h. V tako pripravljene 
steklenice smo nalili bidestilirano vodo do zadnje oznake in dodali reagent DEPC do 
končne koncentracije 0,1 %. Steklenico smo močno stresali 1 min in jo za tem inkubirali za 
12 ur pri 37 °C, nato pa jo še avtoklavirali in počakali, da se je ohladila na sobno 
temperaturo. 
 
b) Pufer TE 
10 mM Tris, uravnan na pH 8.0 z rastopino HCl in 1 mM EDTA 
 
c) Pufer RLT (Qiagen) 
Pred uporabo je bilo potrebno dodali β-merkaptoetanola, da smo dobili pufer RLT z 1 % β-
merkaptoetanolom. Tako pripravljen pufer smo uporabili za izolacijo RNA. 
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d) Pufer RPE (Qiagen) 
Pred uporabo smo ga redčili s štiri-kratnim volumnom etanola (96-100%). 
 
e) 50x Pufer TAE  
242 g Tris base smo raztopili v destilirani vodi, dodali 57,1 ml ledocetne kisline, 100 ml 
500 mM EDTA (pH umerjen na 8,0) in končni volumen uravnali do 1 litra z destilirano 
vodo. 
 
f) Začetni oligonukleotidi  
Začetne ologonukleotide smo naročili pri Sigmi-Aldrich v liofilizirani obliki (preglednica 
2) in jih pripravili po navodilih proizvajalca, natančnejši postopek priprave je opisan v 
spodnjem poglavju. 
 
Preglednica 2: Preglednica začetnih oligonukleotidov in sond za vzorčne in referenčne gene pisane z 
krepko pisavo. 
Gen Ime Nukleotidno zaporedje (5'-3') Dolžina 
pomnožka (bp) 
ACT1 
 
ACT1 F CAGGTATTGCCGAAAGAATG  
153 ACT1 R GTCAAAGAAGCCAAGATAGAACC 
ACT1 sonda [6FAM]AAATCACCGCTTTGGCTCCATCTTC[TAM] 
18S 
rRN
K 
18S rRNK F CTGCTTAATTGCGATAACGAAC  
150 18S rRNK R CAGACCTGTTATTGCCTCAAAC 
18S rRNK 
sonda 
[6FAM]AGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATG[TAM] 
TEF1 TEF1 F TCAGTGAATACCCACCATTAGG  
236 TEF1 R GCCTTTTCAGTCTTGTCAACAG 
TEF1 sonda [6FAM]ATGAGACAAACTGTCGCTGTCGGTG[TAM] 
BDH1 BDH1-F CACACCTAGCCCCACAAAAC  
151 BDH1-R GCTTTACCTCTGGCAATGGG 
BDH1-sonda TTTCACTGCCCCTCTGACAA 
BDH2 BDH2-F GCTCTGAAACGACGATGTCC  
156 BDH2-R GATTCAACCGTTGGCTGTGT 
BDH2-sonda GGCCAGCACCAATGATCAAA 
ILV2 ILV2-F ACACACCTGCCATGAGATCA  
230 ILV2-R GCGCGTAGTTTCTTAGCCAA 
ILV2-sonda ACAGTGCGTCTCCATTACCA 
ILV6 ILV6-F CCACCACACTTCCACCAATG  
219 ILV6-R GAGATACGTGTGGGTTTGGC 
ILV6-sonda CAACTTTGGAGGTCGTGTCG 
 
g) Referenčno fluorescentno barvilo ROX 
Založno raztopino smo pripravili tako, da založno raztopino razredčimo s PCR vodo v 
razmerju 1:10. 
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3.2.3 Seznam ostalih kemikalij in komercialni komplet 
- Reagent  RNase Away (Thermo Fisher Scientific) 
- RNeasy mini komercialni komplet (Qiagen) 
- SuperScript® VILOTM cDNA Synthesis komercialni komplet (Invitrogen) 
- Barvilo za kvantifikacijo dsDNA Quant-iT PicoGreen (Thermo Fisher Scientific ) 
- EXPRESS qPCR Supermix Universal komercialni komplet (Invitrogen) 
- 2 x RNA Loading Dye (Thermo Scientific) 
- SYBR Safe (Invitrogen) 
- Agaroza 
- Voda za PCR (Sigma) 
- RNAlater (Merck) 
 
3.2.4 Seznam laboratorijske opreme 
- Centrifugirke, 15 ml in 50 ml (TPP) 
- Mikrocentrifugirke »Safe lock« (Eppendorf) 
- Avtomatske pipete (Eppendorf) 
- Centrifuga (Tehtnica) 
- Centrifuga (Sigma) 
- Mini centrifuga (Eppendorf) 
- Razbijalec celic (Next advance, Bullet Blender, Storm 24) 
- Lambda Bio+ (Perkin Elmer) 
- Folija za (qPCR)  plošče (4titude) 
- Ploščice za qPCR (4titude) 
- Elektroforetska kadička (Bio-Rad) 
- Aparatura PCR (Bio-Rad) 
- Računalnik 
- qPCR 7500 (Applied Biosystems) 
- qBase+ (Biogazelle) 
- Plinski kromatograf Autosystem XL s HS 40 (Perkin Elmer) 
- Laboratorijska steklovina (Duran, Brand) 
- Hladilnik (Gorenje) 
- Vrtinčnik 
- Fluorescentni čitalec mikrotiterskih ploščic (Tecan) 
 
3.2.5 Seznam računalniških orodij 
 
- Program za obdelavo rezultatov kvantitativnega PCR,  SDS 2.3 (Applied 
Biosystems) 
- qBase+ z GeNorm (Biogazelle) 
- Excel 
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- OriginLab 
 
3.3 METODE 
 
V tem poglavju so opisane metode, ki smo jih potrebovali za izvedbo poizkusa, 
načrtovanje sestave začetnih oligonukleotidov in sond, izolacijo RNA, analizo integritete 
celokupne RNA, merjenje koncentracije RNA, prepis RNA v cDNA, ugotavljanja 
koncentracije cDNA, priprava cDNA za izvedbo kvantitativnega PCR in analizo hlapnih 
spojin prisotnih v pivu. 
 
3.3.1  Potek zaporednih fermentacij 
 
Naš poizkus je potekal v mikrofermentacijskem sistemu, ki smo ga za ta namen 
skonstruirali sami in pri tem posnemal industrijske pogoje, podrobneje je opisan v prvi 
magistrski nalogi (Ogrinec, 2016). Poizkus je obsegal 31 zaporednih fermentacij, ki so 
potekale v 50 ml centrifugirkah. Izvajali smo ga v treh bioloških ponovitvah, vsaka od njih 
je imela po tri paralelke. Eno od paralelk smo porabili za potrebe kasnejših analiz, biomaso 
in pivo smo ločili s centrifugiranjem in jih shranili pri -80 oC, iz preostalih dveh smo 
pridobili srednji sloj biomase za ponovno reinokulacijo v svežo pivino. Fermentacije so 
potekale en teden, pri tem je bilo pomembno, da smo dosegli spremembo ekstrakta iz 11,6 
na 2,3 oP. Temperatura fermentacije je bila 14 oC do zadnjega dneva, ko smo dosegli 
koncentracijo ekstrakta 5oP na tej točki smo jo povišali na 15 oC. Za analizo izražanja 
genov vključenih v metabolno pot valina in analizo aromatičnih komponent piva smo 
izbrali osem vzorcev, ki so pokrivali celoten poizkus. Izbrali smo jih na podlagi sprememb 
živosti in vitalnosti , ki smo jih opazili pri prvi magistrski nalogi (Ogrinec, 2016). 
 
3.3.2 Analiza izražanja genov odgovornih za proizvodnjo diacetila  
 
3.3.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
 
Za izdelavo začetnih oligonukleotidov smo uporabili orodje Primer3 (Untergasser, 2012). 
Pri izdelavi smo upoštevali nekatera pomembna pravila, ki veljajo za izdelavo začetnih 
oligonukleotidov. Dolžina posameznega začetnega oligonukleotida je bila med 18 in 24 bp. 
Razlika temperature prileganja med paroma začetnih oligonukleotidov ni smela biti višja 
od 1 oC in pri tem je bila temperatura prileganja para začetnih nukleotidov med 54 in 64 
oC, kar je pogojeno z deležem baz C in G, ki je bil med 50 in 60 %. Na 5´ koncu naj 
začetna oligonukleotida vsebujeta baze A in T in na 3´ koncu vsaj 2-3 bazi C in G. 
Pomembno je tudi, da ne tvorita sekundarnih struktur pri temperaturi višji od 35 oC. 
Začetna oligonukleotida med seboj ne smeta biti komplementarna. 
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V orodje Primer3 prilepimo homologno sekvenco izbranega gena, ki smo jo poiskali s 
pomočjo algoritma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) in nastavili zgoraj 
opisane parametre. Orodje nam je nato generiralo željene začetne oligonukleotidne za 
posamezne gene. Sonde so bile označene z FAM-TAMRA barvilom. 
 
3.3.2.2 Izolacija RNA s komercialnim kompletom RNeasy mini 
 
Biomaso kvasovk smo posedli s centrifugiranjem 5 min pri 1000 g in 4 oC in pri tem 
pridobi 5x107 celic. Posebej pozorni smo bili, da smo odstranili ves supernatant, ker bi 
nepopolna odstranitev medija inhibirala lizo in razredčila lizat, ter vplivala na vezavo RNA 
na membrano. V epico smo nato dodali 600 µl RLT pufra z 1% β-merkaptoetanolom in 
celice resuspendirali. Suspenzijo smo prenesli v t. i. safe lock epice, v katerih je bilo za 
vsak vzorec zatehtanih 25-30 mg steklenih kroglic premera 150-600 µm, ki smo jih 
predhodno toplotno obdelali v pečici. Sledilo je razbijanje celic 5 minut s TissueLayer oz. 
Bullet blastom na maksimalni hitrosti. RNA smo osamili po navodili proizvajalca s 
kompletom RNeasy mini. 
 
3.3.2.3 Preverjanje integritete RNA z gelsko elektroforezo  
 
Za namen preverjanja integritete RNA z gelsko elektroforezo smo pripravili 1,5 % 
agarozni gel v velikosti 10x7 cm. Predhodno smo 50 x TAE pufer redčili z DEPC vodo. Za 
pripravo gela smo uporabili 45 ml 1 x TAE pufra, kamor smo dodali 0,7 g agaroze. 
Mešanico smo raztopili v mikrovalovni pečici, počakali, da se je gel ohladil in nato dodali 
1,8 barvila SYBR safe. Strjen gel smo vstavili v kadičko, dodali 1 x TAE pufer, da je 
prekril gel. Vzorce RNA smo pripravili tako, da smo enemu delu (8,5 µl)  celokupne RNA 
dodali en del (8,5 µl) RNA Gel Loading Dye, ki ga sestavljajo barvila bromofenol modro, 
ksilen cianol  in etidijev bromid in denaturacijsko sredstvo formamid. V vsako luknjico 
smo nanesli po 8 µl vzorca. Standard za elektroforezo smo pripravi tako, da smo zmešali 
en del DNA lader mixa z enim delom 2 x RNA LD. V prvo in zadnjo luknjico smo nanesli 
še po 4 µl velikostnega označevalca dolžin GeneRulerTM. Ločba je potekala pri naslednjih 
pogojih, 30 minut pri 80 V in 100 mA. Sliko smo zajeli s pomočjo dokumentacijskega 
orodja GelDoc 2000 in jo obdelali z računalniškim orodjem Quantity One 4.2.3.  
 
3.3.2.4 Merjenje koncentracije RNA  
 
Koncentracijo RNA smo izmerili s spektrofotometrom Lambda Bio + (Perkin Elmer). 
Napravo smo najprej pripravili za delo in mesto merjenja očistili z destilirano vodo. Pred 
merjenjem koncentracije RNA smo v meniju nastavili naslednje parametre (Preglednica 3). 
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Preglednica 3: Nastavitev parametrov za merjenje koncentracije RNA z instrumentom Lambda Bio +. 
Dolžina poti svetlobe  10 
Faktor redčenja (do 2µl)  50 
Tip molekule (DNA, RNA, oligo)  40 
 
Nato smo na očiščeno mesto merjenja nanesli slepo probo, ki je destiliran voda in jo pokrili 
s priloženim pokrovčkom, poženemo meritev in na podlagi izmerjene vrednosti, se je 
naprava avtomatsko kalibrirala, tako da  je odštela ozadje. Pred vsakim merjenjem je bilo 
potrebno mesto merjenja temeljito očistiti z destilirano vodo. 
 
3.3.2.5 Prepis RNA v cDNA  
 
Za prepis RNA v cDNA smo uporabili  SuperScript® VILOTM cDNA Synthesis 
komercialni komplet (Invitrogen), ki zagotavlja optimalno generiranje  prve verige cDNA. 
Komercialni komplet vsebuje encimsko mešanico 10xSuperScript® Enzyme mix in 
reakcijsko mešanico 5xVILO Reaction Mix. Za potek reakcije prepisa RNA v cDNA smo 
pripravili naslednjo reakcijsko mešanico: 5 x SuperScript Enzyme mix 4µl, 10 x VILOTM 
Reaction mix 2 µl, nato smo dodali RNA vzorec do največ 2,5 µg, kar pomeni da je 
volumen vzorca odvisen od njegove koncentracije in dopolnili z DEPC H2O do 20µl kot 
končnega volumna celotne reakcijske mešanice. Reakcijska mešanica VILO (Variable 
Input, Linear Output) vsebuje naključne začetne oligonukleotide, ki se naključno prilegajo 
po celem transkriptomu. Sam prepis je potekel v aparaturi PCR pri temperaturah in časih 
navedenih v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Protokol za sintezo cDNA 
Temperatura (oC) Čas (min) 
25 10 
42 60 
85 5 
4 ∞ 
 
3.3.2.6 Ugotavljanje koncentracije cDNA z barvilom PicoGreen  
 
Vzorce smo pripravili tako, da smo v vsako epico odpipetirali 99 µl TE pufra in mu dodali 
1 µl vzorčne cDNA, nazadnje pa dodali še 1000 µl predhodno pripravljenega reagenta 
PicoGreen, ki smo ga redčili 1 : 666 s TE pufrom. Vse skupaj smo dobro premešali na 
vrtinčniku in pustili inkubirati na sobni temperaturi v temi 3-5 minut. Standardno DNA 
smo pripravili z mešanjem 30 µl založne raztopine standardne DNA priložene 
komercialnemu kompletu z 1,47 ml TE pufra, da smo dobili kočno koncentracijo 2 µg/ml. 
Pripravo standardne DNA za izdelavo 5 točkovne umeritvene krivulje, smo pripravili z 
redčenjem standardne DNA s TE pufrom, kot je prikazano spodaj (Preglednica 5). 
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Preglednica 5: Protokol priprave standardne DNA za pripravo pet točkovne umeritvene krivulje. 
vzorec volumen DNA   [µl] volumen TE pufra [µl] 
1 1000 0 
2 100 900 
3 10 990 
4 1 999 
5 0 1000 
 
Tako pripravljenim vzorcem in standardnim vzorcem smo zmerili fluorescenco s 
fluorescentnim čitalcem mikrotiterskih ploščic (Tecan) pri emisiji 520 nm in ekscitaciji 
480 nm. Vzorec 5 smo uporabili za izničenje ozadja. Iz dobljenih rezultatov standardnih 
vzorcev smo izrisali umeritveno krivuljo in iz enačbe premice umeritvene krivulje 
izračunali koncentracijo cDNA v vzorcih. 
 
3.3.2.7 Izvedba redčitvene vrste cDNA  
 
Za nadaljnje analize smo si pripravili 10 x redčitveno vrsto združenega vzorca in 
posameznih vzorcev cDNA. Redčitveno vrsto smo izvedli do redčitve 10-5. 
 
3.3.2.8 Priprava začetnih oligonukleotidov in sond 
 
Začetne oligonukleotide in sonde, ki smo jih predhodno izdelali z zgoraj opisanim 
orodjem, smo naročili pri podjetju Sigma-Aldrich (ZDA). Zaradi boljše obstojnosti so 
prispeli v liofilizirani obliki, zato smo jih morali rehidrirati s vodo za PCR,  da smo dobili 
koncentracijo 100 µM založne raztopine. Za izvedbo reakcije qPCR je bilo potrebno 
založne raztopine začetnih oligonukleotidov dodatno redčiti z vodo PCR v razmerju 1:10, 
sonde pa 1:5. 
 
3.3.2.9 Izvedba qPCR  
 
Kvantitativni PCR smo izvedli s komercialnim kompletom reagentov Express qPCR 
Supermix Universal (Invitrogen), ki vsebuje EXPRESS qPCR Supermix Universal 
mešanico in barvilo ROX Reference Dye. Pred in po uporabi ga hranimo v zamrzovalniku 
pri -20 oC, da ohranimo dolg rok uporabnosti. Pred pripravo vzorcev zgoraj omenjeni 
komercialni komplet odtalimo, nato izračunamo volumne posameznih komponent za 
željeno število vzorcev in pripravimo reakcijsko mešanico. Za optimizacijo smo pripravili 
tri različne reakcijske mešanice. 
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a) Ugotavljanje optimalne koncentracije vzorca  
 
Za ugotavljanje optimalne koncentracije vzorca za izvedbo qPCR smo uporabili od 102 do 
105  redčenega združenega vzorca. Pri pripravi reakcijskih mešanic smo uporabili začetne 
oligonukleotide za izbrane gene BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6, ter referenčne gene za aktin 
(ACT1), za transkripcisjki elongacijski faktor (TEF1) in 18S rRNA. qPCR smo izvedli v 
aparaturi za kvantitativni PCR, ABI 7500 (Applied Biosystems). Ustrezne redčitve smo 
izbrali na podlagi izključevanja posameznih redčitev, tako da se je končna vrednost 
učinkovitosti PCR čim bolj približala vrednosti 100 %. 
 
Na podlagi rezultatov učinkovitosti PCR združenega vzorca smo za nadaljnje analize 
qPCR izbrali redčitve 10-2, 10-3, 10-4 cDNA. PCR učinkovitost oz. učinkovitost 
pomnoževanja (E) smo izračunali iz naklona premice v pollogaritemski skali (k) po sledeči 
enačbi (1). 
                                                                                                … (1) 
 
b) Ugotavljanje optimalne koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond 
 
Pri pripravi optimalnih koncentracij začetnih oligonukleotidov in sond v reakcijskih 
mešanicah smo uporabili začetne oligonukleotide in sonde za izbrane gene BDH1, BDH2, 
ILV2 in ILV6 ter referenčne gene ACT1, TEF1 in 18S rRNA. Pri pripravi reakcijskih 
mešanic za posamezni gen smo pripravili po tri različne koncentracije začetnih 
oligonukleotidov in sond, kot je prikazano v spodnji Preglednici 6. 
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Preglednica 6: Priprava treh različnih reakcijskih mešanic za optimizacijo qPCR, končnemu volumnu 
reakcijske mešanice smo dodali 1 µl vzorca cDNA do končnega volumna 10 µl. 
Reakcijska 
mešanica 
Koncentracija 
(nM) 
Volumen (µl) Kemikalija 
R
ea
kc
ijs
ka
 
m
eš
an
ic
a 
1 
 5 EXPRESS qPCR Supermix Universal 
300 0,45 Sprednji začetni oligonukleotid 
300 0,45 Zadnji začetni oligonukleotid 
125 0,25 Sonda označena z barviloma FAM-
TAMRA 
50 0,2 ROX referenčno barvilo 
 2,65 PCR voda 
R
ea
kc
ijs
ka
 
m
eš
an
ic
a 
2 
 5 EXPRESS qPCR Supermix Universal 
600 0,9 Sprednji začetni oligonukleotid 
600 0,9 Zadnji začetni oligonukleotid 
125 0,25 Sonda označena z barviloma FAM-
TAMRA 
50 0,2 ROX referenčno barvilo 
 1,75 PCR voda 
R
ea
kc
ijs
ka
   
 
m
eš
an
ic
a 
3 
 5 EXPRESS qPCR Supermix Universal 
900 1,2 Sprednji začetni oligonukleotid 
900 1,2 Zadnji začetni oligonukleotid 
250 0,5 Sonda označena z barviloma FAM-
TAMRA 
50 0,2 ROX referenčno barvilo 
 0,9 PCR voda 
 
Pripravljeno reakcijsko mešanico za željeno število vzorcev smo razdelili na ploščico PCR, 
tako da smo v vsako luknjico odpipetirali po 9 µl, na koncu smo dodali še 1 µl vzorčne 
cDNA, tako je končni volumen znašal 10 µl. 
 
V instrument ABI 7500 (Applied Biosystems) smo naložili ploščico in zagnali program za 
qPCR, ki ga prikazuje Preglednica 7.  
 
Preglednica 7: Program za qPCR. 
Temperatura (oC) Čas Število ciklov 
50 2 min 1 
95 2 min 1 
95 15 s 40 
60 1 min 40 
 
Po končani analizi smo za posamezni gen primerjali učinkovitost reakcij in izbrali tisto 
koncentracijo reagentov, pri kateri je bila PCR učinkovitost najbližje vrednosti 100%. 
Izbrane reakcijske mešanice za posamezni gen so prikazane v Preglednici 8. 
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Preglednica 8: Izbrana reakcijska mešanica za posamezen gen. 
Gen Koncentracija oligonukleotidnih začetnikov (nM) Koncentracija sonde (nM) 
BDH1 900 250 
BDH2 600 125 
ILV2 900 250 
ILV6 900 250 
TEF1 600 250 
ACT1 300 125 
18S rRNA 300 125 
 
Za analizo izražanja genov smo za posamezni gen pripravili reakcijsko mešanico, kot je 
prikazano v zgornji preglednici. 
 
3.3.2.10 Obdelava podatkov s programom qbase+ 
 
Računalniško analizo rezultatov qPCR smo najprej izvedli s programom SDS 2.3 (Applied 
Biosystems). Pridobljene podatke smo nadalje uvozili v program qBase+ in naredili teste 
kakovosti, tako da smo preverili ponovljivost rezultatov pražnega cikla, kjer morajo biti 
razlike v vrednosti med tehničnimi ponovitvami manjše od 0,5.  Preverili smo še koeficient 
variacije referenčnih genov, ki mora biti pod 0,2. V naslednjem koraku smo izračunali 
stabilnost referenčnih genov z GeNorm med zaporednimi fermentacijami, pri čemer 
morala biti vrednost GeNorM pod 0,15 v nasprotnem primeru je potrebna vključitev 
dodatnega referenčnega gena. V našem primeru so bili referenčni geni: ACT1, TEF1 in 18S 
rRNA, tarčni geni pa: ILV2, ILV6, BDH1 in BDH2.  
 
3.3.3 Določanje hlapnih spojin v pivu s plinskim kromatografom združenim z 
detektorjem zajema elektronov (GC-ECD) 
 
Test za določanje aromatičnih komponent določa produkcijo in porabo eksogenih 
vicinalnih diketonov in ostalih aromatičnih komponent in temelji na zaznavi omenjenih 
komponent s spektrofotometrom (Boulton in sod., 2001). V našem primeru je bil test 
prilagojen z zamenjavo spektrofotometra za plinski kromatograf s katerim smo določali 
željene komponente, omenjeno analizo smo opravili v analitskem laboratoriju Pivovarne 
Union.  
 
Vzorce in centrifugo smo ohladi na 4 oC, jih centrifugirali pri 159 RCF, 2 minuti in odvzeli 
5 ml zgornje tekoče faze vzorca in jo odpipetirali v posamezne viale, ki jih nadalje 
uporabimo za merjenje koncentracije željenih komponent na plinskem kromatografu 
sklopljenim z detektorjem zajema elektronov ECD (angl. »electron capture detector«), ki 
izmeri količine določenih aromatičnih komponent. Prav tako smo zaznali standardne 
vzorce za izdelavo umeritvene krivulje. Iz površine vrhov smo nato s pomočjo umeritvene 
krivulje izračunali koncentracijo željenih aromatičnih spojin (Bizjak, 2004). 
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4 REZULTATI  
 
Vzorce zaporedno uporabljene kvasne biomase in piva smo pridobili v okviru projekta 
Laško, tekom tega projekta smo izvedli zaporedne fermentacije piva, v katerih smo 
enaintridesetkrat ponovno uporabili kvasno biomaso pod pogoji, ki so v sistemu 
mikrofermentorjev posnemali industrijske pogoje (Ogrinec, 2016). Izbrali smo jih na 
podlagi sprememb viabilnosti in vitalnosti, ki smo jih opazili pri prvi magistrski nalogi to 
so 1., 3., 8., 12., 16., 19., 24., 30. in 31. zaporedna fermentacija. 
 
4.1 UGOTAVLJANJE KONCENTRACIJE RNA IZOLIRANE IZ KVASNE BIOMASE  
 
Po izolaciji RNA iz kvasne biomase s komercialnim kompletom RNAeasy mini smo 
izmerili koncentracijo RNA v posameznih vzorcih (Preglednica 9). Meritve smo izvedli z 
instrumentom Lambda Bio +. 
 
Preglednica 9: Koncentracija RNA posameznega vzorca, po izolaciji s RNAeasy komercialni komplet. 
Zaporedna fermentacija / 
paralelka       
Koncentracija [µg/ml] 
1 a 292 
1 b 436 
1 c 192 
3 a 18 
3 b 46 
3 c 78 
8 a 102 
8 b 148 
8 c 206 
12 a 132 
12 b 86 
12 c 168 
16 a 358 
16 b 432 
16 c 178 
19 a 522 
19 b 380 
19 c 148 
24 a 878 
24 b 516 
24 c 160 
31 a 112 
31 b 50 
31 c 1224 
 
Izmerjene koncentracije RNA so v večini primerov presegle koncentracijo 50 µg/ml, kar je 
zadovoljiva koncentracija za nadaljnje analize. Vzorce z nižjimi koncentracijami smo 
izločili. Vzroki za nizke koncentracije RNA so lahko napake pri vzorčenju, izolaciji in 
shranjevanju, saj RNA hitro razpade. 
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4.2 PREVERJANJE INTEGRITETE RNA 
 
Izolacija nepoškodovane RNA je bistvenega pomena za številne tehnike, ki se uporabljajo 
pri analizi izražanja genov, še posebej kadar v nadaljevanju izvajamo qPCR. Zato smo 
integriteto RNA preverili z agarozno elektroforezo, ki je najbolj splošno uporabljena 
metoda za oceno integritete celotne RNA na agaroznem gelu, ki smo mu dodali RNA Gel 
Loading Dye, ki denaturira vzorec. V primeru uporabe nedenaturirane RNA, le-ta spremeni 
svoj migracijski vzorec zaradi spremembe sekundarne strukture in tako bi dobili rezultate, 
ki jih je težko interpretirati, saj so pasovi nejasni. 
 
Skupna RNA ima ostre in jasne 26S in 18S rRNA pasove. 26S rRNA pas mora biti 
približno dvakrat bolj intenziven, v primerjavi z 18S rRNA pasom. To razmerje 2 : 1 (26S : 
18S) je dober pokazatelj, da ni prišlo do razgradnje RNA. V primeru, da gre za delno 
razgrajeno RNA ima slika gela zmazan videz in pasovi rRNA niso ostri. Vključitev RNA 
velikostnih markerjev GeneRulerTM na gel omogoča določitev velikosti vseh pasov ali 
madežev in služi kot dober nadzor in zagotovilo, da je elektroforeza pravilno potekala. 
 
Na Sliki 4 vidimo v skrajno levi koloni velikostne markerje RNA, v srednji koloni 
razgrajeno RNA in v skrajno desni koloni intaktno oz. nedotaknjeno RNA, kjer sta lepo 
vidna tudi pasova zgoraj 26S in spodaj 18S, ki dokazujeta intaktnost RNA vzorca. 
  
 
Slika 4: Slika gela na katerega smo nanesli a) 4 µl RNA označevalca dolžin GeneRulerTM, ki služi kot 
kontrola b) 8,5 µl vzorca razgrajene RNA; in c)  8,5 µl vzorca nezgrajene RNA, kjer sta označena pasova 
26S in 18S rRNA, ki potrjujeta da RNA ni razgrajena. 
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4.3 NAČRTOVANJE ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV 
 
Na spletni strani Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) smo poiskali 
metabolno pot diacetila, ki je vključena v metabolizem butanoata pri modelnem organizmu 
S. cerevisiae (sce00650) (Kanehisa Furumichi M. in sod.,2017). 
 
 
Slika 5: Del metabolne poti butanoata v izbranem organizmu S. cerevisiae. (Kanehisa Furumichi in sod., 
2017). 
 
Izbrali smo gena ILV2 in ILV6 (Slika 6,  označena s številko 2.2.1.6), ki kodirata 
katalitično in regulatorno enoto encima α-acetolaktat sintaze in gena BDH1 in BDH2, ki 
kodirata encim diacetil reduktazo, ki je označena s številkama 1.1.1.303 in 1.1.1.304 (Slika 
5). 
 
Nukleotidna zaporedja izbranih genov za S. cerevisiae smo poiskali na spletni strani 
Saccharomyces genome database (SGD) (Cherry in sod., 2012). 
 
Za iskanje homolognih sekvenc izbranih genov smo uporabili algoritem Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST), s katerim smo poiskali omenjena nukleotidna zaporedja 
v genomu S. pastorianus W34/70 z 99 % identiteto ujemanja. Iz omenjenih nukleotidnih 
zaporedij smo nato z orodjem Primer3 zasnovali začetne oligonukleotidne za omenjene 
gene. 
 
4.4 RELATIVNO IZRAŽANJE GENOV ODGOVORNIH ZA PRODUKCIJO     
DIACETILA MED ZAPOREDNIMI UPORABAMI KVASOVK 
 
V predhodnih raziskavah smo ugotovili, da večkratna zaporedna uporaba kvasne biomase 
vpliva na njene fiziološke parametre, kot so živost, vitalnost in stopnjo flokulacije 
(Ogrinec, 2016). Omenjene spremembe posledično vplivajo tudi na nekatere tehnološke 
parametre in na kakovost končnega proizvoda, piva. Eden od pomembnih tehnoloških 
parametrov je tudi proizvodnja diacetila med procesom primarne fermentacije in kasnejša 
sposobnost kvasovk njegove pretvorbe v 2,3-butandion, ki ima mnogo višji prag zaznave v 
procesu zorenja piva. Zato smo preverili nivo izražanja štirih genov, ki so vključeni v 
metabolno pot nastajanja in redukcije diacetila. To sta BDH1 in BDH2, ki kodirata diacetil 
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reduktazo in butandiol dehidrogenazo, ter ILV2, ki kodira acetolaktat sintazo in ILV6, ki 
kodira regulatorno podenoto omenjenega encima. 
 
Za ta namen smo skonstruirali začetne oligonukleotide s sondami za posamezne gene 
(Preglednica 2). Ustreznost in koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond smo 
ugotovili na podlagi izračuna učinkovitosti reakcije kvantitativnega PCR, ki mora biti čim 
bližje 100 %. To smo naredili tako, da smo predhodno izolirano RNA in prepisano v 
cDNA vseh vzorcev združili v skupen, združen vzorec in ga desetiško redčili od 10x do 
105x. 
 
4.4.1 Učinkovitost PCR in določitev koncentracij cDNA za kvantitativi PCR 
 
Umeritvene krivulje smo narisali na podlagi vrednosti Cq posameznih redčitev cDNA za 
referenčni gene 18S rRNA, ACT1 in TEF1 ter vzorčne gene BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6. 
Na Sliki 6 so prikazane umeritvene krivulje za posamezne gene in učinkovitost 
pomnoževanja glede na logaritemske vrednosti koncentracije cDNA v odvisnosti vrednosti 
pražnega cikla Cq. 
 
Vrednosti učinkovitosti pomnoževanja referenčnih in tarčnih genov se v našem primeru 
gibljejo med 93 % in 110 %, kar so tudi sprejemljive vrednosti (med 90 % in 110% ) (Hu 
M. in sod., 2015). Pri pomnoževanju je optimalen potek reakcije, da v enem ciklu iz ene 
kopije nastaneta dve. Pri vrednostih višjih od 100 % gre navadno za slabšo kakovost RNA 
oz. DNA vzorca. Pri dobljenih vrednostih nižjih od 100 % so vzrok neoptimalne 
koncentracije reagentov, ter neoptimalni začetni oligonukleotidi. Vrednost 100 % ustreza 
naklonu umeritvene krivulje k = -3,33 (Navarro in sod., 2015). 
 
Pri relativnem izražanju tarčnih genov primerjamo izražanje tarčnih genov z referenčnimi 
geni oz. hišnimi geni, saj le ti navadno predstavljajo najbolj stabilno referenco. Zato 
izražanje tarčnih genov primerjamo z izražanjem referenčnih genov. Za normalizacijo 
eksperimentalne variabilnosti smo uporabili algoritem GeNorm M, ki določi najstabilnejše 
gene iz množice preizkušenih kandidatnih referenčnih genov. To imenujemo pilotski 
eksperiment geNorma, kar pomeni da algoritem izračuna merilo stabilnosti ekspresije za 
referenčni gen kot povprečno parno variacijo V za ta gen z vsemi drugimi testiranimi 
referenčnimi geni. Postopna izključitev genov z najvišjo M vrednostjo omogoča 
razvrščanje preizkušenih genov glede na njihovo stabilnost izražanja (Vandesompele in 
sod., 2002). S pomočjo omenjenega algoritma smo ugotovili najbolj stabilno referenco. To 
nam pomaga zmanjšati vpliv eksperimentalnih pogojev na tarčne gene. Izbrani referenčni 
geni so bili 18S rRNA, ACT1 in TEF1, njihova učinkovitost pomnoževanja je prikaza v 
spodnji Preglednici 10. 
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Slika 6: Umeritvene krivulje združenih vzorcev za referenčne gene in preiskovane gene. 
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Preglednica 10: Učinkovitost pomnoževanja tarčnih in referenčnih genov, referenčni geni so pisani s krepko 
pisavo. 
Gen redčitev  
cDNA  
Koncentra
cija cDNA 
(nM) 
Koncentracija začetnih 
oligonukleotidov (nM) 
Enačba premice Učinkovitost (E) 
18S 
rRNA 
10-2 0,2 300 y = -3,15x + 18,28 107,7 
ACT1 10-2 0,2 300 y = -3,27x + 30,53 102,1 
TEF1 10-2 0,2 600 y = -3,16x + 31,12 107,5 
BDH1 10-3 0,02 900 y = -3,09x + 37,05 110,7 
BDH2 10-2 0,2 600 y = -3,48x + 35,03 93,7 
ILV2 10-2 0,2 250 y = -3,36x + 38,26 98,4 
ILV6 10-2 0,2 250 y = -3,27x + 36,86 107,5 
 
4.4.3 GeNorm M in koeficient variacije 
 
GeNorm M je pogosto uporabljen algoritem, s katerim določimo najbolj stabilne 
referenčne gene iz nabora testiranih referenčni genov za določene preiskovane tarčne gene. 
Temelji na geometrični sredini vrednosti cq izbranih referenčnih genov. V primeru uporabe 
enega referenčnega gena za izračun normalizacijskega faktorja izražanja genov lahko pride 
do relativno velike napake pri znatnem deležu preiskovanih genov. Zato so uvedli 
geometrično sredino več izbranih referenčni genov, ki omogoča izračun točnega 
normalizacijskega faktorja, vrednosti M (Vandesompele in sod., 2002). Vrednost M in 
njegov koeficient variacije smo izračunali z GeNorm pri 23 vzorcih izmed 24. V 
Preglednici 11 smo prikazali normalizacijski faktor (M) izbranih referenčnih genov (18S 
rRNA, ACT1 in TEF1) in s tem zmanjšali možnost napake, ki vpliva na končne rezultate 
izražanja preiskovanih genov. Meritev stabilnosti genov M med referenčnimi geni je 
geometrična sredina vseh parnih različic referenčnih genov in v našem primeru predstavlja 
stabilno notranjo kontrolo z nekoliko višjim koeficientom variacije pri združenem vzorcu 
gena ACT1. Koeficient variacije je sprejemljiv do vrednosti 0,5. Koeficient variacije gena 
za aktin nekoliko odstopa od omenjene vrednosti, vendar smo ga kljub temu upoštevali pri 
izračunu relativnega izražanja genov, ker je imel v meji sprejemljiv normalizacijski faktor, 
ki je 0,5, kar pomeni, da so izbrani referenčni geni primerni za pravilno normalizacijo. 
 
Preglednica 11: GeNorm in koeficient variacije referenčnih genov. 
Referenčni geni M KV 
18S rRNA 1,232 0,558 
ACT1 1,411 0,749 
TEF1 1,135 0,425 
Povprečje 1,259 0,577 
 
Izračun relativnega izražanja tarčnih genov temelji na matematičnem modelu delta-delta 
Cq. To je model, ki izračuna spremembe v izražanju genov in nam pove, kolikokrat se 
izražanje tarčnega gena razlikuje od referenčnega gena oz. kalibratorja pri enaki 
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učinkovitosti. Iz omenjenih podatkov (preglednica 11) algoritem izračuna normalizacijski 
faktor izražanja posameznih vzorčnih genov BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6. 
 
Za normalizacijo smo uporabili geometrično vrednost treh referenčnih genov. Iz Slike 7 
lahko razberemo, da sta lomljeni daljici referenčnih genov 18S rRNA in TEF1 vzporedni, 
lomljena daljica referenčnega gena ACT1 pa v eni točki odstopa od drugih dveh lomljenih 
daljic. Izračun povprečne vrednosti Ct treh referenčnih genov za vsak vzorec (Slika 7) nam 
poda tako imenovani »univerzalni« gen za normalizacijo, pri katerem so upoštevani 
parametri, kot sta količina rRNA, učinkovitost in predvsem nihanje referenčnih genov, kar 
je pomembno za kasnejšo analizo GeNorm. 
 
 
Slika 7: Prikaz vrednosti in standardne napake relativnega izražanja referenčnih genov in povprečne 
vrednosti vseh vzorčnih genov med zaporednimi fermentacijami. 
Povp. vz. predstavlja povprečje Ct vrednosti relativnega izražanja vseh vzorčnih genov med zaporednimi 
fermentacijami. 
 
4.4.4 Spremembe v izražanju genov vključenih v produkcijo diacetila med 
zaporednimi fermentacijami piva 
 
Na Sliki 8 je prikazano relativno izražanje gena BDH1 skozi ponovne zaporedne 
fermentacije, ki kodira diacetil reduktazo in butandiol dehidrogenazo. Normalno se izraža 
pri katabolizmu ketonov, tako je njegovo izražanje odvisno od prisotnosti ketonov med 
katere sodi diacetil. Na osnovi prikazanih standardnih napak lahko rečemo, da se izražanje 
omenjenega gena spreminja skozi ponovne zaporedne fermentacije. Najnižje vrednosti 
izražanja gena BDH1 glede na normalizirano referenčno vrednost so bile v prvi tretjini 
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poizkusa, izjema je le tretja zaporedna fermentacija, katere vrednost izražanja gena BDH1 
se je poveča za več kot sedemkrat glede na prvo zaporedno fermentacijo. Podobne ali celo 
višje vrednosti smo zabeležili po prvi tretjini poizkusa. Razlog za relativno nizko izražanje 
gena je lahko posledica visoke stopnje živosti in vitalnosti kvasne biomase (Ogrinec, 
2016). Pri osmi zaporedni fermentaciji sledi padec  vrednosti izražanja omenjenega gena v 
primerjavi s tretjo zaporedno fermentacijo za štirikrat in se približa vrednosti prve 
zaporedne fermentacije. Na Slikah 10 in 11 je prikazano relativno izražanje genov ILV2 in 
ILV6, ki sta vključena v biosintezo α-acetolaktata, ki ga kvasovke izločajo v okolje, kjer se 
kemijsko pretvori v nezaželeno aromatično spojino piva, to je diacetil. Na Slikah 8 in 9 je 
prikazano relativno izražanje genov BDH1 in BDH2, ki katalizirata redukcijo diacetila v 
acetoin. V nadaljevanju reducira acetoin do 2,3-butandiola in povečuje uporabo slednjega, 
kot aerobnega vira ogljika. Pri 12. ponovni zaporedni uporabi biomase opazimo dvig 
izražanja gena BDH1 in najvišjo zabeleženo vrednost, a z relativno veliko standardno 
napako. Tako nihanje relativnega izražanja je lahko posledica zgoraj opisanih stresnih 
dejavnikov, ki se pojavljajo tekom fermentacije. Pri 16. ponovni zaporedni fermentaciji je 
stopnja izražanja spet nižja, a vseeno v povprečju višja kot pri začetnih fermentacijah. 
Podobna raven izražanja je tudi pri 24. in 30. zaporedni fermentaciji, pri 24. v povprečju 
nekoliko višja. Pri 31. zaporedni fermentaciji se raven izražanja ponovno približa vrednosti 
prve ponovne zaporedne fermentacije. Nihanje relativnega izražanja je lahko poleg stresnih 
dejavnikov tudi posledica pobiranja in staranja kvasne populacije, genetskega zdrsa in 
zmanjšane vitalnosti. Za boljše razumevanje bi bilo smiselno opraviti dodatne raziskave. 
 
Slika 9 prikazuje relativno izražanje gena BDH2 skozi ponovne zaporedne fermentacije. 
Prav tako kot BDH1 tudi BDH2 kodira diacetil reduktazo in butandiol dehidrogenazo, ki se  
izražata pri katabolizmu ketonov, med katere sodi diacetil. Tako je njegovo izražanje 
odvisno od prisotnosti ketonov, ki nastajajo tekom fermentacije in se ob koncu porabljajo 
kot vir preostale hrane. Izražanje omenjenega gena se močno spreminja skozi ponovne 
zaporedne fermentacije, kar lahko do neke mere povežemo s stresom, kateremu so 
podvržene kvasovke med fermentacijo in posledično tvorijo več diacetila (Li in sod, 2017). 
Pri prvi ponovni zaporedni fermentaciji je relativno izražanje gena najnižje, saj so 
kvasovke optimalno vitalne in minimalno podvržene stresnim dejavnikom, tako tvorijo 
nižje koncentracije diacetila. Prav tako lahko na povečano tvorbo diacetila vpliva hitrost 
fermentaciji, saj pri hitrejši fermentaciji nastaja več diacetila. Po prvi šestini zaporednih 
fermentacij lahko opazimo šestkrat višjo raven izražanja omenjenega gena v primerjavi s 
prvo fermentacijo. Med 16. in 24. ponovno fermentacijo  opazimo za polovico zmanjšano 
aktivnost gena glede na prvo fermentacijo, to lahko do neke mere povežemo z zmanjšano 
vitalnostjo kvasovk. Od te zaporedne fermentacije dalje so vrednosti izražanja primerljive  
z vrednostmi po prvih treh zaporednih fermentacijah, prav tako je bila vitalnost relativno 
konstantna (Ogrinec, 2016). 
 
   
 
35 
O
grinec A
. A
naliza izražanja genov vključenih v m
etabolizem
 diacetila ob zaporednih ferm
entacijah  piva. 
   M
ag. delo. L
jubljana, U
niv. v L
jubljani, B
iotehniška fakulteta, Š
tudij biotehnologije, 2018 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Prikaz vrednosti in standardne napake relativnega izražanja BDH1 vzorčnega gena skozi ponovne zaporedne fermentacije, oznake a,b,c pomenijo paraleke. 
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Slika 9: Prikaz vrednosti in standardne napake relativnega izražanja BDH2 vzorčnega gena skozi ponovne zaporedne fermentacije, oznake a,b,c pomenijo paraleke. 
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Slika 10: Prikaz vrednosti in standardne napake relativnega izražanja ILV2 vzorčnega gena skozi ponovne zaporedne fermentacije, oznake a,b,c pomenijo paraleke. 
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Slika 11: Prikaz vrednosti in standardne napake relativnega izražanja ILV6 vzorčnega gena skozi ponovne zaporedne fermentacije, oznake a,b,c pomenijo paraleke. 
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Slika 10 prikazuje relativno izražanje gena ILV2, ki kodira acetolaktat sintazo. Le-ta 
sodeluje pri pretvorbi piruvata v α-acetolaktat, ki je pomemben gradnik pri sintezi BCAA, 
presežek pa se izloči iz celice, kjer se neencimsko pretvori v diacetil. Trend izražanja 
omenjenega gena skozi različne zaporedne fermentacije je relativno podoben trendu 
izražanja gena BDH2. Glavni razliki sta odstopanje vrednosti znotraj 12. ponovne 
fermentacije, kjer so vse tri meritve podobnih vrednosti kot prva zaporedna fermentacija, 
ter v povprečju daleč najvišja stopnja izražanja gena ILV2 pri 31. zaporedni fermentaciji. 
To nam kaže direktno povezavo med vsemi preiskovanimi geni, ki sodelujejo pri 
anabolizmu in katabolizmu diacetila, ki je stranski produkt biosinteze BCAA. Posledica 
podobnega trenda je lahko stres, ki slabi kvasno biomaso, predvsem v kasnejših ponovnih 
fermentacijah in staranje kvasne populacije in s tem nižje vitalnosti. Razlog za nihanje v 
relativnem izražanju gena je lahko tudi v čedalje večji heterogenosti kvasne populacije, saj 
skozi zaporedne fermentacije običajno pride do genskega zdrsa in s tem večje 
heterogenosti kvasne populacije (Jančič, 2016). 
 
Slika 11 prikazuje relativno izražanje gena ILV6, ki kodira regulatorno podenoto zgoraj 
omenjenega encima. Omenjeno podenoto inhibira valin in je tako direktno povezana z 
nastajanjem diacetila. Pri opazovanju izražanja gena ILV6 opazimo podobnosti s stopnjo 
izražanja genov BDH1 in ILV2. Pri 12. zaporedni fermentaciji je izražanje ponovno 
najnižje, ter nato dvig izražanja pri nadaljnjih fermentacijah, ki se končna z najvišjo 
povprečno vrednostjo pri 31. zaporedni fermentaciji. Če primerjamo relativno izražanje  
gena ILV6 s koncentracijo diacetila, lahko ugotovimo, da trenda med seboj ne sovpadata in 
nista smiselno povezana. Razlog za takšne rezultate je lahko posledica shranjevanja 
vzorcev, saj vsi vzorci zaradi narave poizkusa niso bili optimalno shranjeni, pri čemer 
kvasna biomasa po koncu fermentacije oziroma ob pomanjkanju hranil že privzema 
diacetil in s tem niža njegovo koncentracijo. Poleg tega je bilo potrebno zbrane vzorce 
poslati na analizo v pivovarno Union. Za optimalne rezultate bi bilo smiselno izmeriti 
koncentracijo aromatičnih komponent takoj po odvzemu vzorca.  
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4.5 Koncentracije aromatičnih spojin v pivih po zaporednih fermentacijah 
 
S plinsko kromatografijo smo analizirali koncentracije aromatičnih spojin v pivih po 
zaporednih fermentacijah. Določili smo koncentracije  diacetila, pentandiona, acetaldehida, 
DMS-ja, etilacetata, propanola, izobutanola in izoamilacetata. Slika 12 prikazuje izmerjene 
vrednosti diacetila v primerjavi z relativnim izražanjem genov BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6 
skozi različne zaporedne fermentacije. Najvišje vrednosti diacetila smo opazili pri 19. 
zaporedni fermentaciji s 110 µg/l diacetila, ter najnižje pri 16. z 32 µg/l diacetila (slika13). 
 
 
Slika 12: Povprečne vrednosti izražanja preiskovanih genov in koncentracije diacetila s standardno deviacijo 
skozi ponovne zaporedne fermentacije piva. 
 
Slika 13 prikazuje koncentracijo izmerjenih aromatičnih komponent (diacetila, 
pantandiona, acetaldehida, DMS-ja, etilacetata, propanola, izobutanola in izoamilacetata) 
glede na zaporedno fermentacijo. Skozi zaporedne fermentacije se koncentracija 
aromatičnih komponent spreminja. Pri 19. zaporedni fermentaciji je zabeležena najvišja 
koncentracija diacetila, pentandiona, acetaldehida, propanola in izobutanola, kljub visokim 
vrednostim v danem primeru samo diacetil nekoliko presega prag zaznave, ki je nekje med 
50 in 100 ppb. S stališča kakovosti je smiselno tako pivo še nekoliko zoreti, da se 
koncentracija diacetila spusti pod prag zaznave, vendar to močno poveča stroške 
proizvodnje in omeji kapacitete proizvodnje. Zato je najbolj smiselno tako pivo mešati s 
šaržo piva, ki vsebuje nizko koncentracijo diacetila in tako na hiter in enostaven način 
dosežemo željeno koncentracijo pod pragom zaznave. Tako početje je tudi smiselno s 
stališča konsistentne kakovosti proizvodnje, saj pivovarne strmijo k čim bolj konsistentnim 
produktom. Koncentracija izoamilacetata je relativno stabilna pri vseh zaporednih 
fermentacijah, etilacetata smo zabeležili največ pri prvi zaporedni fermentaciji, DMS-ja pa 
pri 24. Omenjene aromatične komponente ne dosegajo praga zaznave in ustrezajo željenim 
kriterijem kakovosti. 
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Slika 13: Vrednosti koncentracij posameznih aromatičnih komponent skozi ponovne zaporedne fermentacije. 
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5 RAZPRAVA 
 
Prisotnost diacetila nad pragom senzorične zaznave je ena glavnih napak piv spodnjega 
vrenja. Ko govorimo o omenjenih pivih, gre običajno za večje pivovarne, kjer sta 
manjšanje stroškov in zagotavljanje konstantne proizvodnje ključnega pomena. Ravno 
diacetil je pogosto tista kritična komponenta, ki narekuje čas zorenja in potrebo po sveže 
pripravljenem kvasu. Pivovarne namreč inokulirajo kvas več fermentacij zapored, s čimer 
zmanjšujejo stroške ter poenostavijo celoten proces proizvodnje, saj z uporabo ponovne 
inokulacije ni potrebno pripraviti kvasne starterske kulture za vsako proizvodno serijo 
posebej. Vendar ima število zaporednih uporab svojo omejitev, saj se zaradi stresa med in 
po fermentaciji počasi začnejo kopičiti spremembe v kvasni populaciji, ki lahko na daljši 
rok povzročijo določene težave, kot so nekonsistenten produkt z vidika senzorike, izgubo 
sposobnosti flokulacije kvasa, sprememba dolžine samega procesa proizvodnje  in 
nenazadnje lahko pride do nepopolne atenuacije oz. ustavitve fermentacije (Fabrizio in 
Longo, 2003; Powell in Diacetis, 2007; Gibson in sod., 2008; Sato in sod., 2001). Poleg 
zmanjšanja živosti in sposobnosti flokulacije, je sprememba koncentracije proizvedenih 
aromatičnih komponent ena najpogostejših težav, ki se pojavijo po večkratni zaporedni 
inokulaciji kvasa. Pogosta aromatična komponenta, ki pokaže na neželene spremembe v 
kvasni populaciji, je ravno pojav višje vsebnosti oz. zaznave diacetila (Verbelen in sod., 
2009). 
 
Na podlagi tega smo se v magistrskem delu za glavni cilj oz. hipotezo odločili raziskati, ali 
se z zaporednimi fermentacijami piva začnejo pojavljati spremembe v izražanju genov 
ILV2, ILV6, BDH1 in BDH2, odgovorni za produkcijo in privzem diacetila, ter s tem 
posledično spremenijo koncentracijo tega ključnega metabolita pri zagotavljanju kakovosti 
piva spodnjega vrenja. Za nižjo koncentracijo diacetila smo pričakovali nižjo raven 
izražanja genov ILV2, ILV6 odgovornih za pretvorbo piruvata v α-acetolaktat, ter povišano 
izražanje genov BDH1 in BDH2, odgovornih za redukcijo diacetila v 2,3-butandiol (Wang 
in sod., 2008; Shi in sod., 2017; Li in sod., 2017; Li in sod., 2018). Glede na pridobljene 
rezultate te povezave med izražanjem preiskovanih genov in spremembo v koncentraciji 
diacetila nismo dokazali. Kot primer, raven diacetila pri prvi fermentaciji je med najnižjimi 
in vsi opazovani geni imajo znižano raven izražanja, pri tretji zaporedni fermentaciji pa 
imamo raven diacetila približno dvakrat višjo, med najvišjimi, in ob tem ima samo gen 
BDH1 nekoliko povišano stopnjo izražanja, ostale tri gene pa s primerljivim izražanjem 
glede na prvo fermentacijo. Če bi torej lahko potrdili drugo delovno hipotezo, bi 
pričakovali raven diacetila primerljivo s prvo fermentacijo, če ne celo nekoliko nižjo, 
zaradi nekoliko povišanega izražanja gena BDH1. Še dlje gre to neskladje, ko pogledamo 
dvanajsto zaporedno fermentacijo, pri kateri raven diacetila dosegla tretjo najvišjo 
koncentracijo, gena ILV2 in ILV6 pa sta imela nivo izražanja podobno nizek kot pri prvi 
zaporedni fermentaciji in daleč najvišje izražanje gena BDH1, kar bi se moralo glede na 
vlogo genov in rezultatov iz znanstvenih publikacij odražati z zmanjšano koncentracijo 
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diacetila, vsaj glede na prvo fermentacijo. Zanimiv primer je še 16. zaporedna 
fermentacija, pri kateri je bila koncentracija diacetila najnižja, vendar so bili vsi štirje geni 
značilno povišano izraženi, glede na prvo zaporedno fermentacijo. Zgolj z opazovanjem 
16. zaporedne fermentacije bi lahko razmišljali v smeri, da ima izražanje gena BDH2 
pomembnejšo vlogo pri končni koncentraciji kot ostali trije geni, a se to ovrže, ko 
pogledamo 31. zaporedno fermentacijo, kjer je zabeležena najvišja stopnja izražanja tega 
gena med vsemi zaporednimi fermentacijami, koncentracija diacetila pa je spet med 
višjimi.  
 
Vzrokov za neskladje rezultatov med seboj kot tudi z literaturo je lahko več. Prvi je sam 
čas vzorčenja za analizo izražanja genov. Vzorčili smo po zaključku fermentacije, ILV2 in 
ILV6 pa sta bolj pomembna v začetnih fazah fermentacije, ko celica še ne prevzema 
ekstracelularnega valina (Palmqvist in ÄYräpää, 1969), BDH1 in BDH2 pa se izrazita med 
fermentacijo, ko pride do postopne redukcije diacetila v 2,3-butandiol. Za naslednjo serijo 
poizkusov bi bilo verjetno smiselno določiti več časovnih točk vzorčenja med samo 
fermentacijo in vključiti vsaj še gen  ADH1, ki kodira alkohol dehidrogenazo. Naslednji 
razlog za odstopanje med nivojem izražanja izbranih genov in koncentracijo diacetila v 
pivu, je relativno velika standardna napaka, tudi pri referenčnih genih. Sama integriteta 
izolirane RNA je bila dobra, kar smo dokazali z ostrimi pasovi 26S in 18S rRNA na gelu, 
tako da lahko vzroke za to iščemo tudi pri razlikah med paralelkami v fermentacij ali pa 
gre napaka predvsem na račun tehnike odvzema vzorca. Razlike med paralelkami lahko 
izhajajo iz selekcije določenih populacij skozi zaporedne fermentacije in postopno vedno 
večjim razlikam med njimi. To korelira z vedno večjo standardno napako v kasnejših 
fermentacijah. Poizkus bi bilo smiselno izvesti tudi na nekoliko večji skali, saj bi lažje 
zajeli srednji sloj kvasnih celic, ki smo jih uporabili za nadaljnje analize. 
 
Poleg diacetila smo določili koncentracijo tudi drugim pomembnim aromatičnim spojinam: 
pentandion, acetaldehid, DMS, etilacetat, propanol, izobutanol in izoamilacetat. 
Eksperimenti so potekali brez večjih napak in rezultati so nam relativno jasno pokazali, da 
se je koncentracija aromatičnih spojin skozi zaporedne fermentacije spreminjala. Med 
vsemi naštetimi je največ variabilnosti pokazal ravno diacetil, na primer pri 19. zaporedni 
fermentaciji je prišel celo do koncentracije, ki je nad pragom senzorične zaznave (nad 0.1 
ppm). Relativno visoko variabilnost skozi zaporedne fermentacije sta pokazala še 
pentandion in acetaldehid, prav tako sta imela najvišje vrednosti pri 19. zaporedni 
fermentaciji. Hkratno povečanje vsebnosti acetaldehida in diacetila bi bilo lahko povezano 
s slabšim delovanjem oz. nižjo ravnijo izražanja gena ADH1 za alkohol dehidrogenazo, ki 
je primarno odgovorna za redukcijo acetaldehida v etanol (Bamforth in Kanauchi, 2004), a 
je povezana tudi z redukcijo diacetila  (Hardwick in sod., 1976). Pri spremembah ni 
očitnega trenda, na primer vrednosti pentandiona so pri 19. fermentaciji najvišje, pri 24. pa 
med najnižjimi, pri 31. pa spet med višjimi. Prag zaznave acetaldehida je med 30 in 50 
mg/l, tej vrednosti se je približal samo vzorec 19. ponovne zaporedne fermentacije, ostali 
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so bili pod mejo senzorične zaznave. Iz rezultatov analize aromatičnih komponent lahko 
zaključimo, da se koncentracije spreminjajo skozi zaporedne fermentacije. Spremembe v 
koncentraciji gredo lahko tudi do praga zaznave, kar pivovarji štejejo za napake v pivu, 
zato je zelo pomembna živost in vitalnost pivovarskih kvasovk, saj le-ta večino 
aromatičnih komponent v pivu. Pokazali smo, da z analizo vsebnosti aromatičnih 
komponent lahko objektivno ugotovimo napake v pivu, kar pomeni, da je to močno orodje 
za analizo in zagotavljanje konstantnega produkta.  
 
Najočitnejše in že problematične spremembe so se pri analizi aromatičnih komponent 
pokazale pri 19. zaporedni fermentaciji, kar verjetno pomeni, da se je nabrala kritična masa 
celic, ki so, ali slabše absorbirale valin/alanin/amonijev klorid, ali pa samo sklepamo, da so 
imele celice spremenjeno izražanje genov ILV2 in ILV6 za sintezo valina, ali pa 
spremenjeno izražanje genov BDH1 in BDH2 za redukcijo diacetila, saj na žalost nismo 
opravili analize genov ravno pri 19. zaporedni fermentaciji zaradi eksperimentalne napake. 
Za primerjavo z ostalimi parametri smo v magistrski nalogi Ogrinec (2016) prve očitne 
spremembe v živosti in flokulaciji opazili ravno pri 19. ponovni zaporedni inokulaciji, kar 
nam kaže, da kvasna populacija v našem okolju simulirane fermentacije spodnjega vrenja 
sočasno pokaže spremembe tako v vitalnosti, flokulaciji in v produkciji oz. pretvorbi 
aromatičnih komponent. Kot primer, stopnja porabe diacetila je odvisna od fiziološkega 
stanja kvasovk, navadno bolj vitalne kvasovke porabijo oz. pretvorijo več diacetila in manj 
vitalne ga porabijo manj (Heggart in sod., 2000). Tukaj ne smemo izločiti možnosti, da je 
do očitnih razlik pri 19. zaporedni fermentaciji prišlo zaradi človeškega faktorja in so bili 
vzorci na nek način prizadeti. 
 
Ostale primerjave med izražanjem genov, koncentracijo aromatičnih spojin ter 
sposobnostjo flokulacije, vitalnosti in živosti (Ogrinec, 2016) ne odražajo posebej očitnih 
povezav. Stopnja živosti se tekom zaporednih inokulacij ni spreminjala. Glede na rezultate 
Ogrinec (2016) opazimo  padce vitalnosti pri 7., od 17. do 21. fermentacije, pri 24., ter 
nekoliko večjo variabilnost pri 31. zaporedni fermentaciji. Meritve aromatičnih spojin smo 
v tej nalogi opravili le pri 24. in 31. zaporedni fermentaciji, vendar ti rezultati ne kažejo 
velikih sprememb v primerjavi z ostalimi petimi točkami analize, z izjemo 19. zaporedne 
fermentacije. Stopnja flokulacije je nekoliko bolj variira tekom zaporednih fermentacij, na 
primer že pri 16. zaporedni fermentaciji je Ogrinec (2016) opazil podoben padec kot pri 
večkrat izpostavljeni 19., a pri tem ni opazil povišane sinteze diacetila, ravno nasprotno, je 
na najnižji ravni glede na vse ostale meritve. Podobno velja tudi za pentandion, ki je pri 16. 
zaporedni fermentaciji na najnižji ravni, pri 19. pa imamo zabeleženo najvišjo. S stopnjo 
flokulacije in vitalnosti tako ne moremo neposredno napovedati sprememb v produkciji 
aromatičnih komponent, a vseeno 19. zaporedna fermentacija, ki ima zabeležene daleč 
največje spremembe na vseh meritvah (še posebej z največjim padcem vitalnosti med 
vsemi vzorci), pokaže, da je vredno spremljati različne parametre poteka fermentacije, ker 
lahko nakazujejo na kritično točko heterogenosti populacije, katere posledica je senzorično 
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neustrezen produkt. V našem primeru to najbolj očitno pokaže padec vitalnosti pri 19. 
zaporedni fermentaciji, kjer je bila najvišja stopnja produkcije diacetila in pentandiola, a bi 
za bolj jasne zaključke glede te povezave potrebovali še dodatne primere in eksperimente. 
 
Kljub temu je nastanek diacetila reverzibilen proces, je njegovo zmanjšanje mogoče 
pospešiti po primarni fermentaciji, na primer z uporabo imobiliziranih kvasnih celic 
(Tapani in sod., 2008). Eden od možnih načinov večje pretvorbe α-acetolaktata v diacetil je 
pretok toplotno obdelanega piva skozi reaktor s strnjenim slojem imobiliziranih celic 
kvasovk ali encima α-acetolaktat dekarboksilaze. Na ta način lahko skrajšamo čas zorenja 
piva. Nižjo koncentracijo diacetila v primerjavi z običajno fermentacijo, so opazili pri 
fermentaciji z imobiliziranimi kvasnimi celicami kot posledico manjše rasti kvasovk in 
hkratno potrebo po manjši sintezi razvejanih aminokislin (Tapani in sod., 2008).  
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6 SKLEPI 
 
• Pri zaporedni uporabi kvasovk pri fermentacijah piva pride do sprememb v 
produkciji aromatičnih komponent, predvsem diacetila.  
• Nad pragom senzorične zaznave, smo izmerili diacetil pri 19. zaporedni 
fermentaciji. Visoko stopnjo variabilnosti sta pokazala še acetaldehid in 
pentandion, prav tako pri 19. zaporedni fermentaciji. 
• Spremembe v izražanju genov BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6, ki kodirajo encime 
vključene v biosintezno pot valina, ne odražajo sprememb v produkciji 
aromatičnih oz. hlapnih komponent.  
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7 POVZETEK 
 
V današnjem času je običajna praksa, da se z namenom nižanja proizvodnih stroškov 
proizvodnje piva kvasna biomasa uporabi večkrat zaporedoma. Število zaporednih uporab 
kvasne biomase je odvisno od več dejavnikov kot so dosledno shranjevanje in aseptično 
delo, vpliv staranja kvasne biomase na kakovost piva kot posledica stresnih dejavnikov, ki 
jih kvasovke doživljajo med procesom industrijske proizvodnje piva spodnjega vrenja. V 
okviru magistrskega dela smo analizirali izražanje genov vključenih v sintezo aromatične 
spojine diacetil in določili koncentracijo aromatičnih spojin v 31 ponovnih zaporednih 
inokulacij s kvasovko S. pastorianus v laboratorijskem merilu, Zaporedne fermentacije 
smo izvedli v posebej za to izdelanem mikro-fermentacijskem sistemu, ki je posnemal 
industrijske razmere in omogočal serijsko ponovno inokulacijo biomase. Po zaključku 
vsake zaporedne fermentacije smo del biomase shranili za analizo relativnega izražanja 
genov BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6, katerega produkti so vpleteni v biosintezno pot 
diacetila. RNA smo izolirali iz 1., 3., 8., 12., 16., 24., 30. in 31. zaporedne fermentacije, ter 
nadaljevali z določanjem koncentracije izolirane RNA in preverjanjem njene integritete. 
Nato smo opravili analizo izražanja genov s kvantitativnim PCR v realnem času. Za 
referenčne gene smo izbrali gene 18S rRNA, ACT1 in TEF1. Določili smo še koncentracije 
aromatičnih komponent s plinsko kromatografijo. Relativno izražanje tarčnih genov so se 
skozi zaporedne fermentacije spreminjale v primerjavi s prvo fermentacijo, prav tako 
koncentracije aromatičnih komponent. Najvišja odstopanja od vrednosti prve fermentacije 
smo opazili pri genu BDH1, ki kodira diacetil reduktazo in butandiol dehidrogenazo pri 
12., 16., 19. in 24. zaporedni fermentaciji. Razlog za relativno nizko izražanje pri začetnih 
zaporednih fermentacijah je najverjetneje zaradi dobre vitalnosti kvasovk, saj se kasneje 
začnejo kopičiti stresni dejavniki, ki vplivajo na vitalnost in s tem nihanje v izražanju 
genov. Podoben trend lahko opazimo tudi pri genu BDH2, ki kodirata encim diacetil 
reduktazo, saj se povišano izražanje v primerjavi s prvo fermentacijo pojavi pri 8., 12. in 
31. Gen ILV2, kodira acetolaktat sintazo, odgovorno za pretvorbo piruvata v α-acetolaktat 
in posledično nastajanje diacetila je imel povečano izražanje glede na prvo fermentacijo pri 
8. in 31. zaporedni uporabi ter njegova regulatorna podenota, ki jo kodira gen ILV6 je 
imela povišano izražanje pri 16., 19., 24. in 31. zaporedni uporabi. Pri vseh ostalih 
fermentacijah je prišlo do znižanja izražanja tarčnih genov, z izjemo BDH1 pri 3. in ILV2 
pri 16. zaporedni fermentaciji, kjer ni prišlo do vidne spremembe izražanja genov glede na 
prvo fermentacijo. Spremembe v izražanju genov BDH1, BDH2, ILV2 in ILV6 niso 
odražale sprememb v produkciji aromatičnih komponent. 
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